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INVESTIGAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO COMPOSTO SINTÉTICO 

LQB-223 EM LINHAGENS DE CÂNCER DE MAMA 

  

 Lauana Greicy Tonon Lemos 

RESUMO 

Tumores de mama são heterogêneos e possuem diferentes evoluções clínicas. O 
tratamento do câncer de mama envolve diversas modalidades terapêuticas, sendo a 
quimioterapia composta pela doxorrubicina (DOX) e o docetaxel (DTX). Um grande 
obstáculo para o sucesso terapêutico é a resistência a múltiplas drogas. Adicionalmente, 
este tratamento pode causar toxicidade para as pacientes. Por esse motivo, a identificação 
de novos compostos que sejam capazes de sobrepujar os mecanismos de resistência e que 
gerem menor toxicidade associada ao tratamento do câncer de mama é de extrema 
relevância. Dessa forma, o composto 11a-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano, LQB-223, foi 
sintetizado e vem sendo testado pelo nosso grupo em modelos in vitro quanto a sua 
atividade antineoplásica. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos antitumorais do 
LQB-223 em células de câncer de mama de diferentes subtipos. Para tal, as linhagens MCF-
7 (neoplásica, não invasiva e subtipo luminal), MDA-MB-231 (neoplásica, invasiva e subtipo 
triplo-negativo) e HB4a (luminal, não neoplásica) foram utilizadas como modelo. A avaliação 
da viabilidade celular foi realizada pelos ensaios de MTT e clonogênico. Para detecção de 
apoptose, foi feita a marcação de Anexina V/PI por citometria de fluxo. A migração e 
motilidade celular foram avaliadas pelos ensaios de wound-healing e fagocitose de ouro 
coloidal, respectivamente. A expressão das proteínas foi mensurada por Western blotting. 
Para análise da toxicidade nas culturas 3D, o volume e a migração em gelatina foram 
aferidos e a viabilidade verificada pelo ensaio da fosfatase ácida. Nossos resultados 
mostram que o tratamento com LQB-223 inibiu a viabilidade e a formação de colônias nas 
células MCF-7 e MDA-MB-231, bem como resultou em aumento do número de células 
marcadas com anexina V/PI e diminuição de procaspases, sugerindo morte celular por 
apoptose. Além disso, um acúmulo de células na fase G2/M, mediante o tratamento com o 
LQB-223 foi observado, independentemente da modulação da expressão de p53 e p21. A 
sensibilidade das células MCF-7 e MDA-MB-231 ao LQB-223 foi associada à modulação na 
expressão do fator de transcrição oncogênico FOXM1 e das proteínas antiapoptóticas 
Survivina, XIAP, c-IAP1 e Mcl-1. De forma importante, o LQB-223 não reduziu a viabilidade 
de células não neoplásicas de mama, sugerindo um efeito preferencial deste composto para 
células tumorais. Diferentemente da exposição à DOX, o tratamento com LQB-223 resultou 
na redução da taxa migratória e motilidade celular de MCF-7 e MDA-MB-231. Em 
conformação 3D, o LQB-223 induziu a diminuição da viabilidade, volume e migração celular. 
Em conjunto, estes resultados revelam que o composto sintético LQB-223 promove efeitos 
citotóxicos em células neoplásicas de câncer de mama de diferentes subtipos tumorais em 
cultura 2D e 3D, além de modificar o seu perfil migratório. Ademais, o LQB-223 induz baixa 
toxicidade em células não neoplásicas de mama, apontando-o como um promissor 
composto de efeito preferencial para células tumorais de mama. Nossos dados in vitro 
encorajam a continuidade do estudo pré-clínico do LQB-223 para câncer de mama, no que 
tange à avaliação de seus efeitos antitumorais em modelos in vivo. 

 
Palavras-chave: Neoplasias da Mama. Resistência a Medicamentos Antineoplásicos. 
Toxicidade. Composto LQB-223. 
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 INVESTIGATION OF THE ANTITUMOR ACTIVITY OF LQB-223 SYNTHETIC 

COMPOUND IN BREAST CANCER CELLS LINES. 

 

Lauana Greicy Tonon Lemos 
ABSTRACT 

Breast tumors are heterogeneous and present different clinical outcomes. Breast cancer 
treatment involves different strategies, among which chemotherapeutic protocols are based 
on the combination of doxorubicin (DOX) and docetaxel (DTX). A major obstacle for 
successful treatment of breast cancer is multidrug resistance. Also, breast cancer patients 
receiving chemotherapy present many side effects, mainly cardiac and haematological 
toxicity. Therefore, the prompt development of novel anticancer compounds that might be 
able to surpass drug resistance mechanisms in breast cancer is crucial. Thus, the compound 
11a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan, LQB-223, was synthesized and has been tested in vitro in 
our group. The aim of this project was to investigate the antitumor effects of LQB-223 
synthetic compound in human breast cancer cells. For this purpose, we used MCF-7 (non-
invasive,neoplastic, luminal-type), MDA-MB-231 (invasive, neoplastic, triple-negative) and 
HB4a (originated from luminal breast cells, non-neoplastic) breast-derived cell lines. The cell 
viability was assessed by MTT and clonogenic assay. Annexin V/PI staining and cell cycle 
distribution was detected by flow cytometry. Cell migration and motility were assessed by 
wound-healing and phagokinetic track motility assay, respectively. Protein expression was 
analyzed by Western Blotting assay. LQB-223-mediated toxic effects in 3D conformation 
were evaluated by photographing and measuring spheroid size, as well as performing the 
acid phosphatase (APH) and gelatin migration assays. Our data show that LQB-223 
compound inhibited cell viability and clonogenicity, promoted caspase-mediated apoptosis 
and procaspases decreased levels. Moreover, the LQB-223 treatment induced G2/M arrest 
in MCF-7 and MDA-MB-231, irrespective of p53 and p21 status. The LQB-223-mediated 
cytotoxic effects involved the modulation in the expression of FOXM1 oncogenic transcription 
factor and Survivin, XIAP, c-IAP1 and Mcl-1 anti-apoptotic proteins. Importantly, LQB-223 
treatment was not cytotoxic to breast non-neoplastic cells, showing that the compound was 
preferential for tumor cell lines. Also, we found a reduction in migratory profile and cell 
motility of MCF-7 and MDA-MB-231 following treatment with LQB-223, but not DOX. In 3D 
conformation, LQB-223 treatment decreased cell viability, as well as reduced tumor size and 
cell migration. These results suggest the LQB-223 promotes cytotoxic effects and modulates 
the migratory profile in 2D and 3D models of breast cancer exhibiting different molecular 
phenotypes. Also, LQB-223 treatment presents little cytotoxicity towards non-neoplastic cells, 
suggesting it is a promising selective compound against breast cancer cells. Our data 
encourage the preclinical evaluation of LQB-223 antitumoral effects for breast cancer in the 
in vivo setting.  

 
Keywords: Breast Cancer. Antineoplastic Resistance. Toxicity. LQB-223 compound. 
 
 
 
 
 
 

 
Ministério da Saúde 
Instituto Nacional de Câncer 

Coordenação de Pós-graduação 



 

XIII 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

AA   Ácido Anacárdico 
ABC    ATP-binding cassette 
APAF1   Fator ativador de protease apoptótica 11  
APH   Fosfatase ácida 
APS    Persulfato de amônio 
ATP    Adenosina -5’-trifosfato 
Bak   Bcl-2 homologous antagonist/killer 
Bax   Proteína X ligada à Bcl-2 
Bcl-2   Linfoma de células B-2 (B-cell lymphoma-2) 
BCRP   Proteína associada à Resistência no Câncer de Mama 
BIR    Baculoviral IAP repeat 
BRCA1  BReast Cancer Gene 1  
BRCA2  BReast Cancer Gene 2  
BRUCE/Apollon Enzima conjugada à ubiquitina contendo BIR  
BSA    Albumina sérica bovina 
CARD  Domínio de ativação e recrutamento de caspases  
CCNA Complexo Relacionado à Ciclinas A 
CCNE Complexo Relacionado à Ciclinas A 
CDK  Quinase Dependente de Ciclina  
c-IAP1 Proteína 1 celular Inibidora da Apoptose 
c-IAP2 Proteína 2 celular Inibidora da Apoptose 
CTR Controle 
CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4 
DED Domínio Efetor de Morte 
DISC Complexo indutor de sinalização de morte  
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO   Dimetilsulfóxido 
DOX    Doxorrubicina 
DTX                         Docetaxel 
E2F1                       Fator de Transcrição 1 de E2F 
EROS   Espécies Reativas de Oxigênio  
ERNS   Espécies Reativas de Nitrogênio  
FADD   Domínio de morte associado a Fas 
FasL   Ligante de Fas 
FOX   Forkhead box 
FOXM1  Forkhead box M1 
HER-2   Receptor de fator de crescimento epidermal humano 2 
IAP    Proteína inibidora da apoptose 
IKK   IκB quinase 
ILP2   IAP-like 2 protein 
INCA                       Instituto Nacional de Câncer 
LMA   Leucemia mielóide aguda 
LMC   Leucemia Mielóide Crônica 
INCENP  Proteína Interna do Centrômero 
ML-IAP   IAP de melanoma (Melanoma IAP) 
MTT    3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2-5-difenil tetrazólio brometo  
MRP1   Proteína 1 associada à Resistência às Multiplas drogas 
NAIP    Proteína inibidora da apoptose neuronal  
NFҡB   Nuclear factor kappa B 
PBS    Solução salina de fosfato  



 

XIV 
 

PgP    Glicoproteína P 
PI   Iodeto de Propídeo 
PUC-Rio   Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro  
RB   Retinoblastoma  
RING    Really interesting new gene 
RIP1   Receptor de Interação com a Proteína 1 
RNase  Ribonuclease A 
SDS    Dodecil sulfato de sódio (Sodium dodecyl sulfate) 
SFB    Soro fetal bovino 
SMAC/DIABLO  Second mithocondrial-derived activator of caspases/ Direct IAP 

binding with low PI 
TEM    Transição Epitélio-Mesênquima 
TEMED   Tetrametiletilenodiamina 
TM   Domínio Transmembrana 
TNRF-1  Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral-α 
TNRF-2  Receptor 2 do Fator de Necrose Tumoral-α 
TRADD  Domínio de Morte Associada ao TNFR 
TBS    Solução salina de Tris  
UBA   Domínio associado à ubiquitina 
UFRJ   Universidade Federal do Rio de Janeiro 
XIAP    IAP ligada ao cromossomo X (X-linked IAP) 
WHO   World Heath Organization



 

XV 
 

 
LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1.1: Estatística de incidência do câncer de mama no Brasil                            1 

Figura 1.2: Mecanismos envolvidos na resistência ao tratamento quimioterápico do  

                  câncer de mama                                                                                   8 

Figura 1.3: Desenho esquemático do ciclo celular                                                10 

Figura 1.4: Vias intrínseca e extrínseca da apoptose                                                14 

Figura 1.5: Membros da família das IAPs envolvidos com a regulação da apoptose                                                    

                                                                                                                                    16 

Figura 1.6: Membros da família Bcl-2                                                                     20 

Figura 1.7: Desenho esquemático da transição epitélio-mesênquima (TEM)     24 

Figura 1.8: Estrutura molecular do composto LQB-223                                            30 

Figura 1.9: Quadro comparativo entre os modelos de cultura bi (2D) e tridimensional 

(3D)                                                                                                                            32 

Figura 1.10: Classificação das estruturas celulares 3D de acordo com a morfologia 

dos agregados                                                                                                            34 

Figura 3.1: Desenho experimental utilizado para a avaliação da viabilidade e volume 

das culturas celulares em conformação 3D mediante o tratamento com LQB-223 ao 

longo dos dias                                                                                                      47 

Figura 3.2: Atividade da Fosfatase ácida na formação de p-nitrofenol                 48 

Figura 4.1: Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo                50 

Figura 5.1: Alterações na viabilidade celular induzidas pelo composto LQB-223 nas 

linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231                                                               53 

Figura 5.2: Alterações no padrão de formação de colônias mediante o tratamento 

com LQB-223 nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231                                 54 

Figura 5.3: Alterações morfológicas na linhagem MCF-7 após o tratamento com 

LQB-223                                                                                                               55 

Figura 5.4: Alterações morfológicas na linhagem MDA-MB-231 após o tratamento 

com LQB-223                                                                                                     56 

Figura 5.5: Alterações na viabilidade celular e formação de colônias induzidas pelo 

LQB-223 na linhagem celular não neoplásica HB4a                                                  58 

Figura 5.6: Alterações morfológicas na linhagem HB4a após exposição ao LQB-223                                               

                                                                                                                                    59 



 

XVI 
 

Figura 5.7: Efeito do LQB-223 na distribuição de fases do ciclo celular das linhagens 

MCF-7 e MDA-MB-231                                                                                              62 

Figura 5.8: Avaliação dos níveis protéicos de p53 e p21 após exposição das 

linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 ao composto LQB-223                                         63 

Figura 5.9: Alterações no perfil de marcação de anexina V/PI e expressão das 

procaspases -7 e -9  mediante o tratamento da linhagem celular MCF-7 com o 

composto LQB-223                                                                                                    65 

Figura 5.10: Alterações no perfil de marcação de anexina V/PI e expressão das 

procaspases -3 e -7 mediante o tratamento da linhagem celular MDA-MB-231 com o 

composto LQB-223                                                                                                    66  

Figura 5.11: Expressão de proteínas relacionadas à resistência às drogas nas 

linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 antes e após o tratamento com LQB-223                                                                                                                                                                                                          

                                                                                                                                    68 

Figura 5.12: Avaliação do padrão de migração celular de células MCF-7 mediante o 

tratamento com LQB-223                                                                                           70 

Figura 5.13: Avaliação da taxa de migração celular das células MCF-7 mediante o 

tratamento com LQB-223                                                                                           71 

Figura 5.14: Avaliação do padrão de migração celular de células MDA-MB-231 

mediante o tratamento com LQB-223                                                                        72 

Figura 5.15: Avaliação da taxa de migração celular das células MDA-MB-231 

mediante o tratamento com LQB-223                                                                        73 

Figura 5.16: Análise da motilidade celular das linhagens MCF-7 após o tratamento 

com LQB-223                                                                                                             75 

Figura 5.17: Análise da motilidade celular das linhagens MDA-MB-231 após o 

tratamento com LQB-223                                                                                           76 

Figura 5.18: Padronização de cultura tridimensional (3D) in vitro das linhagens MCF-

7 e MDA-MB-231                                                                                                        78 

Figura 5.19: Alterações morfológicas em cultura 3D na linhagem celular MCF-7 após 

o tratamento com o composto LQB-223                                                                    79 

Figura 5.20: Alterações morfológicas em cultura 3D na linhagem celular MDA-MB-

231 após o tratamento com o composto LQB-223                                                     80 

Figura 5.21: Alterações da viabilidade celular induzidas pelo composto LQB-223 em 

culturas 3D das linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231                                     81 

Figura 5.22: Avaliação da taxa de migração celular em culturas 3D na linhagem 

MCF-7                                                                                                               83 



 

XVII 
 

Figura 5.23: Avaliação da taxa de migração celular em culturas 3D na linhagem 

MDA-MB-231                                                                                                              84 

Figura 5.24: Quantificação da taxa de migração celular em culturas 3D das 

linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 após o tratamento com LQB-223                         85                                            

Figura 6.1: Mecanismos desencadeados pelo tratamento com o composto LQB-223 

nas células MCF7 e MDA-MB-231                                                                             97                                            



 

XVIII 
 

  

LISTA DE TABELAS  
 

Tabela 3.1: Anticorpos primários utilizados na técnica Western blotting 43 
  
  



 

XIX 
 

ÍNDICE 

1 INTRODUÇÃO ……………………………………………………………………..    1 

 1.1 Câncer de mama ……………………………………………………………    1 

  1.1.1 Caracterização e epidemiologia do câncer de mama .................    1 

  1.1.2 Tratamento do câncer de mama: Doxorrubicina e Docetaxel ....    4 

 1.2 Mecanismos de resistência aos quimioterápicos ...................................    5 

  1.2.1 Alterações no ciclo celular e nos pontos de checagem ..............    9 

  1.2.2 Resistência à apoptose ..............................................................   12 

   1.2.2.1 Apoptose ......................................................................   12 

   1.2.2.2 Via intrínseca e extrínseca da apoptose ......................   12 

   1.2.2.3 Regulação da apoptose pelas proteínas inibidoras da 

apoptose (IAPs) ........................................................... 

 

  15 

   1.2.2.4 Regulação da apoptose pelos membros da família 

Bcl-2 ............................................................................. 

 

  19 

 1.3 Interface entre a resistência às drogas e o processo de invasão e 

metástase .............................................................................................. 

 

  23 

 1.4 Interface entre as proteínas inibidoras da apoptose e o processo de 

migração e metástase ............................................................................ 

 

  26 

 1.5 Novas estratégias para o tratamento in vitro de células tumorais de 

mama ..................................................................................................... 

 

  28 

  1.5.1 Composto LQB-223 ....................................................................   28 

  1.5.2 Desenvolvimento de modelos com culturas tridimensionais in 

vitro ............................................................................................. 

 

  31 

 1.6 Justificativa para o estudo .....................................................................   34 

2 OBJETIVOS ...................................................................................................   36 

 2.1 Objetivo geral .........................................................................................   36 

 2.2 Objetivos específicos .............................................................................   36 

3 MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................   37 

 3.1 Cultura de células ..................................................................................   37 

 3.2 Agentes citotóxicos utilizados no tratamento das linhagens celulares ..   38 

 3.3 Análise das alterações morfológicas induzidas na morfologia celular 

após o tratamento com os compostos ................................................... 

 

  38 

 3.4 Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio de MTT ..................................   38 

 3.5 Ensaio de Formação de Colônias ..........................................................   39 

 3.6 Identificação da morte celular por marcação de Anexina V/PI ..............   40 



 

XX 
 

 3.7 Análise da distribuição do ciclo celular por quantificação do conteúdo 

de DNA .................................................................................................. 

 

  41 

 3.8 Detecção da expressão de proteínas por Western blotting ...................   41 

 3.9 Avaliação da migração celular pelo ensaio de wound-healing ..............   43 

 3.10 Avaliação da proliferação com cristal violeta .........................................   44 

 3.11 Quantificação da motilidade celular pelo ensaio fagocinético de ouro 

coloidal ................................................................................................... 

 

  45 

 3.12 Formação de culturas celulares em conformação 3D ...........................   46 

 3.13 Avaliação do volume de culturas celulares em conformação 3D ..........   47 

 3.14 Avaliação da viabilidade celular em cultura 3D através da dosagem 

da enzima fosfatase ácida (APH) .......................................................... 

 

  47 

 3.15 Avaliação da migração de culturas celulares em conformação 3D pelo 

método de migração em gelatina .......................................................... 

 

  49 

 3.16 Análise estatística ..................................................................................   49 

4 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO ....................................................   50 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO .....................................................................   51 

 5.1 O composto LQB-223 apresenta efeito citotóxico para as células 

tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 ........................................................... 

 

  51 

 5.2 O composto LQB-223 induz toxicidade inferior aos quimioterápicos 

DOX e DTX na linhagem de mama não neoplásica HB4a .................... 

 

  57 

 5.3 O composto LQB-223 altera o perfil do ciclo celular, causando um 

arresto em G2/M nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 ....................... 

 

  60 

 5.4 O tratamento com o composto LQB-223 induz morte celular mediada 

por caspases nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 ............................ 

 

  63 

 5.5 O tratamento com LQB-223 modula a expressão das proteínas 

FOXM1, Mcl-1, XIAP, Survivina e c-IAP1 nas linhagens MCF-7 e 

MDA-MB-231 ......................................................................................... 

 

 

  67 

 5.6 A redução da taxa migratória das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 é 

observada após exposição ao composto LQB-223 ............................... 

 

  68 

 5.7 O tratamento com LQB-223 reduz a motilidade celular das linhagens 

MCF-7 e MDA-MB-231 .......................................................................... 

 

  73 

 5.8 O tratamento com LQB-223 diminui a viabilidade de células MCF-7 e 

MDA-MB-231 em conformação tridimensional ...................................... 

 

  77 

 5.9 O tratamento com LQB-223 diminui a taxa migratória de células MCF-

7 e MDA-MB-231 em conformação 3D .................................................. 

 

  82 



 

XXI 
 

6 DISCUSSÃO ....................................................................................................   86 

7 CONCLUSÕES ................................................................................................   98 

8 PERSPECTIVAS ..............................................................................................   99 

9 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................. 100 

 ANEXOS ....................................................................................................... 121 

  ANEXO I Trabalho científico publicado, não relacionado à tese 

de doutorado - Lemos, L.G.T., Victorino, V.J., 

Herrera, A.C.S.A., Aranome, A.M.F., Cecchini, A.L., 

Simão, A.N.C., Panis, C., and Cecchini, R. (2015). 

Trastuzumab-based chemotherapy modulates 

systemic redox homeostasis in women with HER2-

positive breast cancer. Int. Immunopharmacol. 27, 8 

14................................................................................ 

 

 

 

 

 

 

 

121 

  ANEXO II Trabalho científico publicado, relacionado à tese de 

doutorado - Lemos, L.G.T., Nestal de Moraes, G., 

Delbue, D., Vasconcelos, F. da C., Bernardo, P.S., 

Lam, E.W.-F., Buarque, C.D., Costa, P.R., and Maia, 

R.C. (2016). 11a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan, LQB-

223, a novel compound with potent antineoplastic 

activity toward breast cancer cells with different 

phenotypes. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 142, 2119–

2130 ........................................................................... 

 

 

 

 

 

 

 

 

122 

 

 



1 

 

1. Introdução 

 

1.1  Câncer de mama 

 

1.1.1 Caracterização e epidemiologia do câncer de mama 

 

O câncer de mama é a neoplasia que mais acomete as mulheres no 

Brasil e no mundo. Segundo levantamento feito pelo INCA, cerca de 59.700 

novos casos são estimados para o biênio 2018-2019, representando 29,5 % 

dos casos de câncer diagnosticados entre as mulheres (INCA, 2018) (Figura 

1.1). Diferentes fatores de risco estão associados ao desenvolvimento e 

prognóstico do câncer de mama, incluindo a idade, obesidade, exposição à 

radiação, consumo de álcool e um estilo de vida sedentário. Fatores genéticos 

também contribuem para o surgimento do câncer de mama familial ou 

esporádico (Bettaieb et al., 2017).  

 

Figura 1.1: Estatística de incidência do câncer de mama no Brasil. 
Ministério da Saúde/INCA, 2018.  

 

Assim como existe uma ampla gama de fatores de risco, os tumores de 

mama apresentam-se fenotipicamente heterogêneos e possuem diferentes 

evoluções clínicas (Perou et al., 2000; Curtis et al., 2012). Múltiplas e distintas 

moléculas contribuem para a diversidade histológica, comportamental e grau 

patológico desses tumores (Dai et al., 2016). Desta forma, o câncer de mama 

pode ser estratificado em quatro subtipos: Luminal A, Luminal B, Her-2 e triplo-
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negativo. Esta classificação baseia-se na caracterização imunohistoquímica 

quanto à presença dos receptores hormonais estrógeno e progesterona e do 

receptor de fator de crescimento epidermal Her-2 (Kwa et al., 2017). O subtipo 

Luminal A apresenta a expressão dos receptores de estrógeno e progesterona, 

mas não apresenta superexpressão de Her-2, enquanto que o Luminal B 

apresenta expressão dos receptores hormonais e superexpressão de Her-2. Os 

subtipos luminais representam cerca de 75% dos casos de câncer de mama e 

são tumores bem diferenciados e pouco agressivos, quando comparados com 

os outros subtipos (Dunnwald et al., 2007; Dai et al., 2016). Para os tumores 

luminais, o tratamento adjuvante com tamoxifeno ou inibidores de aromatase 

apresentam-se eficientes em pacientes diagnosticados em estadios iniciais da 

doença (Gradishar et al., 2015). O subtipo Her-2 apresenta superexpressão da 

proteína Her-2 ou amplificação do gene que a codifica, porém ausência de 

receptores hormonais. Este subtipo acomete cerca de 20% dos casos de 

câncer de mama e está associado a um prognóstico ruim. Entretanto, o 

tratamento com a terapia alvo-específica, baseado na utilização de anticorpos 

humanizados, como o trastuzumabe, tem-se mostrado eficiente para os casos 

diagnosticados em estadios iniciais (Mitri et al., 2012). O trastuzumabe é um 

anticorpo monoclonal que se liga aos receptores Her-2 impedindo sua 

dimerização e consequente ativação de vias intracelulares que promovem o 

crescimento celular (Slamon et al., 2011). O quarto subtipo, triplo-negativo, é o 

mais heterogêneo, apresentando às pacientes acometidas maior probabilidade 

de recaída e menor sobrevida (Bettaieb et al., 2017). Isto se deve a 

apresentação de um curso clínico agressivo e à ausência de expressão dos 

receptores de estrógeno, progesterona e Her-2 e, consequentemente, a 

necessidade de uma terapia direcionada. O tratamento adjuvante e 

neoadjuvante baseiam-se em ciclos dos quimioterápicos antraciclina e taxanos, 

mas devido a heterogeneidade dos pacientes, diferentes desfechos clínicos 

são observados (Gradishar et al., 2015).  

Outras moléculas bastante estudadas nesta neoplasia são p53 e Ki67. 

Ambas são importantes reguladores da proliferação tumoral e têm sido 

utilizadas para melhor caracterizar o grau de agressividade do tumor e 

aperfeiçoar o prognóstico e predição de resposta ao tratamento (Wang et al., 
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2015; Muftah et al., 2017). O gene TP53 codifica a proteína supressora tumoral 

p53, que pode ser ativada em resposta a um dano ao DNA, estresse oxidativo 

ou hipóxia, por exemplo, ocasionando um arresto do ciclo celular ou morte 

celular programada (Wang et al., 2015). Mutações neste gene são muito 

frequentes em diversos tipos de tumores e, no câncer de mama, essas 

mutações representam 25-30% dos casos (Langerød et al., 2007). Tumores 

com mutação da TP53 estão associados a um fenótipo mais agressivo, a um 

pior desfecho clínico, com metástases para linfonodos axilares, alto grau 

histológico e a um maior volume tumoral (Silwal-Pandit et al., 2014). Dentre os 

subtipos, as mutações em TP53 estão relacionadas a uma elevada taxa de 

mortalidade entre os pacientes Luminal B, Her-2 e triplo negativo (Silwal-Pandit 

et al., 2016). A proteína Ki67 encontra-se expressa no compartimento nuclear 

de células que estão proliferando, porém ausente em células quiescentes, 

tornando-se um importante marcador de crescimento celular (Kill, 1996; 

Juríková et al., 2016). A expressão de Ki67 oscila durante as fases do ciclo 

celular, não sendo encontrada durante a fase G0 e fase inicial de G1. Sua 

expressão inicia-se na fase G1 e aumenta ao longo da fase S, atingindo níveis 

máximos na metáfase. Por fim, durante a anáfase e telófase, a expressão de 

Ki67 começa a diminuir (Gerdes et al., 1984; Starborg et al., 1996). Desta 

forma, elevados níveis proteicos de Ki67 têm sido correlacionados com 

progressão tumoral, metástase de linfonodos axilares e curta sobrevida de 

pacientes com câncer de mama (Inwald et al., 2013; Tawfik et al., 2013). A 

avaliação da expressão de Ki67 por imunohistoquímica, juntamente com os 

receptores de estrógeno, progesterona e Her-2, tem sido utilizada para 

diferenciar o subtipo Luminal A (prognóstico favorável e baixa proliferação) do 

subtipo Luminal B (prognóstico desfavorável e alta proliferação) (Coates et al., 

2015). A partir desta avaliação, o tratamento a ser administrado pode ser 

definido, optando-se por quimioterapia combinada com hormonioterapia ou 

somente homonioterapia (Penault-Llorca & Radosevic-Robin, 2016). 

Alterações genéticas também contribuem para a proliferação e 

tumorigênese do câncer de mama. Os genes BRCA1 e BRCA2 (BReast 

Cancer Gene 1 e 2)  são supressores tumorais que atuam no reparo de lesões 

ao DNA e na proliferação celular (Welcsh et al., 2000; Venkitaraman, 2002). 
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Mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 estão relacionadas com o aumento do 

risco de desenvolvimento do câncer de mama familial, representando entre 

40% e 80% deste total (Venkitaraman, 2002; Cornejo-Moreno, 2014). 

 

1.1.2 Tratamento quimioterápico do câncer de mama: Doxorrubicina e 

Docetaxel  

 

O tratamento do câncer de mama envolve diversas modalidades 

terapêuticas, como a cirurgia, radioterapia, quimioterapia citotóxica, terapia-

alvo e hormonioterapia (Moreno-Aspitia & Perez, 2009). No que se refere ao 

tratamento com quimioterápicos, o protocolo empregado baseia-se nas 

antraciclinas associadas aos taxanos ou à ciclofosfamida e fluorouracil (Burnell 

et al., 2010). Dentre as antraciclinas, a doxorrubicina (DOX) e dentre os 

taxanos, o docetaxel (DTX) são aos quimioterápicos empregados para o 

tratamento do câncer de mama no INCA.  

A DOX é um quimioterápico da classe das antraciclinas cujos 

mecanismos de ação incluem a indução de morte celular a partir da 

intercalação de DNA, formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

nitrogênio (ERNs) e através da ligação à topoisomerase II, impedindo que a 

síntese do DNA ocorra de forma correta (Gewirtz, 1999; Sawyer, 2013; Stěrba 

et al., 2013). Apesar de eficiente na indução de morte de células cancerosas de 

mama, a DOX também tem sido associada com toxicidade a cardiomiócitos. Os 

cardiomiócitos são altamente enriquecidos com mitocôndrias, devido a seu 

intenso metabolismo, de forma que a geração de EROs causa fragmentação 

mitocondrial e consequente cardiotoxicidade (Kuzmicic et al., 2011). Ademais, 

a porção β da topoisomerase II, tem importante função na manutenção 

estrutural dos cardiomiócitos. Desta forma, ao intercalar-se ao DNA, a DOX 

pode cessar a divisão celular, levando à ativação de mecanismos relacionados 

à morte (Sawyer, 2013; Vejpongsa & Yeh, 2014). Diferentemente de outras 

células, os cardiomiócitos apresentam baixa capacidade de regeneração, 

agravando os efeitos tóxicos do tratamento (Chiong et al., 2011). 

Consequentemente, pacientes submetidos ao tratamento com DOX 

apresentam arritmia e perda de função contrátil ventricular (Li et al., 2002; 
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Murtagh et al., 2016). Além dos efeitos tóxicos, a resistência aos 

quimioterápicos é considerada um obstáculo para a efetividade do tratamento 

(Wang et al., 2011).  

O DTX, por sua vez, pertence à família dos taxanos, e tem sido utilizado 

como neoadjuvante ou adjuvante no tratamento do câncer de mama em 

associação às antraciclinas (Bayet-Robert et al., 2010). Seu mecanismo de 

ação consiste em ligar-se à β-tubulina dos microtúbulos impedindo a 

dimerização com a α-tubulina, processo fundamental para que a divisão celular 

ocorra (Nogales et al., 1998). Para células tumorais de mama, MCF-7 e MDA-

MB-231, os efeitos do tratamento com o DTX dependem da concentração 

utilizada. Quando administrado em baixas concentrações (2 - 4 nM), o DTX 

induz acúmulo de células na região sub-G0, causando mitose aberrante e 

aneuploidia. Em contrapartida, em concentrações clínicas (100 nM), o DTX 

causa parada mitótica na fase G2/M, induzindo morte celular (Shalli et. al, 

2005; Hernández-Vargas et al., 2007; Murray et al., 2012). Trabalhos têm 

mostrado que o tratamento com DTX provoca injúria em células 

hematopoiéticas como resultado do aumento de estresse oxidativo. Como 

reflexo desse dano, pacientes em tratamento podem apresentar anemia, 

trombocitopenia e neutropenia (Panis et. al, 2011). Ademais, cerca de 50% das 

pacientes não respondem de forma eficiente ao tratamento devido aos 

mecanismos de resistência inerentes ou adquiridos pelas células tumorais 

mediante o tratamento com DTX (O’Brien et al., 1999; Wang et al., 2014).  

 

1.2 Mecanismos de resistência aos quimioterápicos  

 
Mecanismos de resistência a múltiplas drogas têm sido apontados como 

responsáveis pela ineficiência da quimioterapia em cerca de 80 a 90% de 

pacientes com câncer de mama metastático (Longley & Johnson, 2005; 

Cherdyntseva et al., 2017). Além de não haver resposta eficiente a um 

determinado quimioterápico, a prolongada exposição a mais de uma droga 

durante a quimioterapia pode resultar em um fenômeno de resistência cruzada, 

que consiste na resposta ineficaz a diferentes compostos que agem por 

mecanismos diversos e apresentam estruturas distintas (Riordan & Ling, 1985; 
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Zahreddine & Borden, 2013). Múltiplos mecanismos moleculares estão 

envolvidos na indução da quimiorresistência, incluindo a inibição de proteínas 

supressoras de tumor (Silwal-Pandit et al. 2014), alterações no ciclo celular e 

nos pontos de checagem (Vogel et al., 2005), desregulação da expressão e 

função de fatores de transcrição FOX (Park et al., 2012), superexpressão das 

proteínas inibidores de apoptose (Shi et. al, 2007), e de bombas de efluxo, 

como a glicoproteína P (Pgp) (Gottesman, 2002). (Figura 1.2) 

A origem da resistência a múltiplas drogas pode ser intrínseca ao 

paciente ou resultar da exposição a fatores externos, adquirida ao longo do 

tratamento. Como fatores intrínsecos ao paciente inclui-se a defasada 

absorção ou extrusão, bem como, a rápida metabolização da droga e uma 

falha no delivery da droga ao sítio do tumor (Gottesman, 2002). A resistência 

adquirida pode ocorrer por seleção clonal das células que não respondem à 

droga, ou a mutações posteriores em genes supressores tumorais, oncogenes 

ou genes de reparo (Holohan et al., 2013). Como exemplo, o gene TP53, que 

codifica a proteína p53, pode apresentar mutações em 50% dos casos de 

câncer (Vousden & Lu, 2002) e no câncer de mama essas mutações 

representam 25-30% dos casos, como citado anteriormente (Langerød et al. 

2007). Mutações pontuais nesse gene estão associadas a um pior prognóstico 

e baixa resposta ao tratamento quimioterápico (Coutant et al., 2011). A p53 

interage com o receptor de morte transmembranar Fas e proteínas 

sinalizadoras pró-apoptóticas Bak e Bax (Bouvard et al., 2000) permitindo que 

a apoptose ocorra. Além de seu papel chave como regulador de morte celular, 

a p53 é requerida durante o ciclo celular para a trancrição de p21WAF-1/CIP-1 e 

ambas induzem parada no ciclo celular em resposta a danos ao DNA (Wang et 

al., 2015). Mutações em TP53 podem resultar na inativação ou disfunção dos 

mecanismos de apoptose e na regulação do ciclo celular, contribuindo para a 

resistência a multiplas drogas (He et al., 2017). Como a p53 é também ativada 

a partir da sinalização do estresse oxidativo, as mutações em seu gene estão 

associadas à resistência ao tratamento com antraciclinas, que têm como 

mecanismo de ação, a produção de EROs e ERNs (Chrisanthar et al. 2011; 

Lønning & Knappskog 2013).  
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Além de mutações em TP53, alterações conformacionais ou diminuição 

da expressão da topoisomerase II, assim como o aumento da expressão de 

proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2, Bcl-xL e Survivina podem ocasionar 

ineficiência do tratamento e consequente resistência à DOX (Wang et al., 2011; 

Alfaro et al., 2013) (Figura 1.2). Mutações em β-tubulina são eventos clássicos 

que ocorrem na resistência ao DTX. Estas mutações inviabilizam a ligação do 

DTX à subunidade β da tubulina, permitindo assim que as células tumorais 

continuem em divisão celular (Shalli et al., 2005). A β-tubulina é expressa em 

quatro diferentes isótipos (classe II,III, IVa, IVb, and VI) e a expressão 

diferenciada entre eles pode afetar a habilidade dos quimioterápicos ligarem-se 

ao sistema microtubular (Joe et al., 2008). Também é sugerido que o aumento 

de expressão da classe III da β-tubulina afeta a estabilidade dos microtúbulos e 

impede a ação do DTX (Hasegawa et al., 2003).  

As bombas de efluxo da família ATP-binding cassette (ABC), que 

apresentam atividade dependente de ATP (adenosina-trifosfato), têm sido 

relacionadas com a resistência a taxanos e antraciclinas no câncer de mama 

(Gottesman et al., 2002; Chen et al., 2016). Essas bombas são importantes 

componentes presentes na membrana plasmática ou membranas 

intracelulares, exercendo um papel na comunicação entre o meio extracelular e 

o citoplasma ou entre organelas e o citoplasma, respectivamente (Chen et al., 

2016). Dentre os diversos membros dessa superfamília, destacam-se a 

glicoproteína P (Pgp), codificada pelo gene MDR-1, também chamado ABCB1, 

a proteína 1 associada à resistência às multiplas drogas (MRP-1), codificada 

pelo gene ABCC1 e a proteína associada à resistência no câncer de mama 

(BCRP), codificada pelo gene ABCG2 (Vtorushin et al., 2014). 

Em células tumorais, a elevada expressão e atividade da Pgp têm sido 

amplamente relacionada à resistência a múltiplas drogas, devido à sua 

capacidade de extruir quimioterápicos e reduzir a concentração intracelular dos 

mesmos (Gottesman et al., 2002). Além disso, a resistência adquirida está 

amplamente relacionada ao aumento dos níveis de Pgp em pacientes após a 

administração da quimioterapia (Kim et al., 2013). Em tumores de mama, foi 

demonstrado que aproximadamente 40% das pacientes expressam ABCB1, e 

que sua expressão está envolvida com um pior prognóstico e ineficiência do 
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tratamento (Trock, 1997; Tsyganov et al., 2017). Por ser dependente de ATP, a 

atividade da Pgp pode ser modulada a partir do metabolismo energético 

celular, e esta parece ser uma estratégia para sobrepujar a resistência aos 

quimioterápicos (Maximchik et al., 2016). Em células MCF-7 resistentes à DOX, 

a inibição da síntese de ATP mitocondrial resultou em acúmulo intracelular de 

DOX, sugerindo a ineficiência de atividade da Pgp. Em contrapartida, na 

presença de ATP, baixas quantidades de DOX foram encontradas no interior 

da célula (Dartier et al., 2017). 

 

Figura 1.2: Mecanismos envolvidos na resistência ao tratamento 
quimioterápico do câncer de mama. A superexpressão de glicoproteína P 
(Pgp) e intensa atividade desta bomba de efluxo, a desregulação da proteína 
p53, as alterações nos pontos de checagem do ciclo celular, a desregulação de 
fatores de transcrição FOX, como FOXM1, a inibição da apoptose pela 
superexpressão de proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 (Bcl-2 e Mcl-1) 
ou proteínas inibidoras de apoptose (IAPs) são alguns dos processos 
envolvidos na resistência à múltiplas drogas e na diminuição da eficiência do 
tratamento quimioterápico. 
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1.2.1 Alterações no ciclo celular e nos pontos de checagem  

 

Células que apresentam características fisiológicas inalteradas, em 

geral, não proliferam na ausência de estímulos de crescimento. Entretanto, 

alguns oncogenes podem mimetizar esses sinais, levando a proliferação celular 

de forma não programada (Hanahan & Weinberg, 2000). O ciclo celular é 

regulado por quinases serina/treonina que são ativadas por subunidades de 

ciclinas (quinases dependentes de ciclinas: CDKs). As ciclinas se ligam de 

forma específica às CDKs, originando complexos ciclinas-CDKs, que ativam 

proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular (Malumbres, 2014). Para 

dar início ao ciclo celular, uma célula quiescente recebe um estímulo externo 

ou mitógeno e, desta forma, inicia-se a fase G1. Este estímulo pode ocorrer a 

partir da ativação de um receptor hormonal esteroidal, ou de vias de 

sinalização como: RAS/MAPK e Rho-GTPase (Aktas et al., 1997; Marshall, 

1999; Whittaker et al., 2017). A ativação da via de MAPK promove a 

complexação entre ciclina D e CDK4/6, culminando na fosforilação da proteína 

do retinoblastoma (RB). Após a hiperfosforilação de RB, o fator de trancrição 

E2F é liberado, possibilitando a progressão do ciclo celular para a fase G1/S 

(Figura 1.3) (Balmanno & Cook, 1999; Malumbres & Barbacid, 2009). 

O complexo ciclina D-CDK4/6 também fosforila o fator de transcrição 

FOXM1, envolvido na progressão do ciclo celular nas fases G1/S, e está 

relacionado à tumorigênese de diferentes tipos celulares de câncer de mama 

(Anders et al., 2011; Yu et al., 2015; Saba et al., 2016). Em células MCF-7 

resistentes à DOX (MCF-7 DoxR) e paclitaxel (MCF-7 TaxR), elevados níveis 

proteicos de FOXM1 foram associadas ao fenótipo de resistência dessas 

linhagens (Figura 1.3) (Nestal de Moraes et al., 2015). Esses dados corroboram 

com a correlação deste fator de transcrição com um pior prognóstico e 

resistência a quimioterápicos em pacientes com estágios avançados de 

carcinoma invasivo de mama (Bergamaschi et al., 2014; Nestal de Moraes et 

al., 2015; Ye et al., 2015; Saba et al., 2016).  

Cerca de 70% dos tumores de mama expressam receptores hormonais, 

e estes são importantes agentes mitógenos que estimulam a progressão do 

ciclo celular. Deste modo, a terapia hormonal utilizando o tamoxifeno ou 
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inibidores de aromatase, atua na inibição de receptores hormonais, e como 

consequência, controla a progressão celular na fase G1/S (Zafonte et al., 2000; 

Doisneau-Sixou et al., 2003; Ross et al., 2003; Wang et al., 2015). O subtipo 

triplo negativo do câncer de mama apresenta alterações, tais como: mutações 

frequentes em TP53, que resultam na desregulação do ciclo celular na fase 

G1/S mediado por p21 (Figura 1.3) (Herold et al., 2013). Alterações na 

regulação do ponto de checagem G1/S podem resultar na resistência ao 

tratamento com inibidores hormonais (Doisneau-Sixou et al., 2003). 
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Figura 1.3: Desenho esquemático do ciclo celular. Estímulos mitógenos 
resultam na síntese de ciclina-D, que se complexa com a quinase dependente 
de ciclina 4/6 (CDK4/6). Este complexo estimula a fosforilação da proteína do 
retinoblastoma (RB) durante o início da fase G1. Durante períodos mais tardios 
de G1, a ciclina-E é sintetizada e estimula a formação do complexo CDK2-
ciclina E, que contribui para a hiperfosforilação de RB, liberando o fator de 
transcrição E2F1, dando início à fase de síntese do DNA. Este complexo 
também fosforila FOXM1, um importante fator de transcrição envolvido na 
progressão celular em células tumorais de mama. Neste momento, ocorre o 
primeiro ponto de checagem do ciclo celular, recrutando proteínas de reparo, 
sinalização e arresto do ciclo celular, p53 e p21. Ao final da fase S, a formação 
do complexo CDK2-ciclina A fosforila E2F1 e inibe sua atividade. O início da 
fase G2/M é determinado pelo complexo CDK1-ciclina A e ao final de G2, início 
de M, ocorre complexação de CDK1-ciclina B, momento do ciclo que acontece 
outro importante ponto de checagem com envolvimento de topoisomerase II, 
p53 e p21, levando a um novo arresto no ciclo. Ao final do ciclo celular, ocorre 
defosforilação de RB, que se complexa novamente ao E2F1 e o ciclo é 
finalizado. Adaptado de Whittaker et al., 2017.  
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Após a checagem do ciclo na fase G1/S, ocorre complexação da ciclina 

A ao CDK2 e posteriormente ao CDK1 em momentos tardios de S e inicio da 

fase G2 (Whittaker et al., 2017). Entre as fases G2 e M há também um ponto 

de checagem importante para progressão do ciclo, ocasionado por proteínas 

inibidoras dos complexos ciclina-CDK. A proteína p53, que ativa 

transcricionalmente a p21, estimula a diminuição da fosforilação de CDK1, 

impedindo a progressão da mitose (Figura 1.3) (Xiong et al., 1993; Boulaire et 

al., 2000). A superexpressão de FOXM1 promove degradação de proteínas p21 

e p27, resultando na formação do complexo ciclina B-CDK1, essencial para a 

progressão da fase G2/M do ciclo celular (Wang et al., 2015). A parada na fase 

G2 ocorre também devido ao aumento da expressão de p53 em resposta a um 

dano ao DNA. Radiação ionizante e exposição de células à adriamicina são 

estratégias terapêuticas que promovem estresse intracelular e consequente 

parada nesta fase do ciclo (Flatt et al., 2000). 

Células tumorais não apresentam um perfil regular na distribuição do 

ciclo celular, dificultando o tratamento com estratégias que visam momentos 

específicos do ciclo celular (Ali et al., 2017). Desta forma, trabalhos utilizando 

novas estratégias terapêuticas têm demonstrado resultados promissores 

estimulando a parada no ponto de checagem G2/M de células tumorais de 

mama (Carey et al., 2017).  Através da utilização de um derivado sintético da 

curcumina, Ali e colaboradores mostraram que o tratamento da linhagem 

tumoral MCF-7 acarretou em aumento dos níveis proteicos de p53, citocromo c 

e caspase-9. Adicionalmente, este composto preveniu a progressão do ciclo 

celular com parada na fase G2/M como consequência do aumento de p53 e 

atividade de p21 (Ali et al., 2017). A modulação de CDK1 também ocorre 

através da ativação da topoisomerase II. CDK1 é uma enzima essencial que 

regula a topoisomerase II e é requerida durante a fase G2/M. A sua inibição 

causa parada do ciclo celular nesta fase (Anderson & Roberge, 1996). Desta 

forma, a inibição da topoisomerase II é uma importante estratégia terapêutica e 

neste contexto, a DOX tem sido amplamente utilizada (Gewirtz, 1999). A 

proteína supressora p53, além de estar envolvida na parada durante a fase 

G1/S e G2/M, também é reguladora da expressão de topoisomerase II 

(Gewirtz, 1999).  
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1.2.2 Resistência a apoptose 

 

1.2.2.1 Apoptose 

 

O termo “morte celular programada” foi designado para nomear o evento 

celular que tem início em momentos pré-determinados, locais específicos ou 

quando ocorre uma injúria celular levando à sinalização de mecanismos 

envolvidos com esse processo (Reed, 2002; Gewies, 2014). Também 

denominado apoptose, esse evento ocorre para manter a homeostase 

fisiológica durante o desenvolvimento dos animais, bem como eliminar células 

senescentes ou que contenham modificações no DNA e injúrias em seu 

aparato (Kerr et al., 1972; Gewies, 2014). Este processo também é classificado 

como um tipo de morte silenciosa, pois não atinge outras células adjacentes, 

de forma que o processo ocorre unicamente em células que foram sinalizadas 

(Reed, 2002; Gewies, 2014). Células fagocíticas, macrófagos e neutrófilos, por 

exemplo, contribuem para este processo, evitando que o conteúdo celular 

extravase e acione mecanismos envolvidos com morte secundária por necrose 

ou ativação de citocinas pró-inflamatórias (Elmore, 2007). 

Alterações morfológicas típicas de apoptose incluem a perda de adesão 

celular com a matriz extracelular e interação célula-célula, pois os filamentos de 

actina e lamina do citoesqueleto são clivados (Uren & Vaux, 1996; Cejalvo et 

al., 2017). Em seguida, a cromatina sofre condensação e o núcleo apresenta-

se picnótico. Por fim, corpos apoptóticos são formados, o DNA é fragmentado e 

a célula é fagocitada (Elmore, 2007). Para que a apoptose tenha início, 

diversas moléculas agem em conjunto, promovendo a sinalização. Estes 

mecanismos têm em comum a atividade de granzimas e perforinas, iniciada 

após a clivagem da caspase-3, que resulta nos eventos morfológicos acima 

citados (Hassan et al., 2014).  

 

1.2.2.2 Via extrínseca e intrínseca da apoptose  

 

 A apoptose pode ser ativada por diferentes vias, sendo as vias intrínseca 

e extrínseca as mais clássicas e bem compreendidas.  A via extrínseca é 
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ativada a partir de um receptor de membrana, enquanto a via intrínseca 

envolve alterações de potencial de membrana mitocondrial (Kim, 2005) (Figura 

1.4). A via extrínseca da apoptose é iniciada quando fatores externos 

estimulam a ativação dos receptores transmembrana, tais como FasR e o 

receptor do fator de necrose tumoral-α (TNFR-1) na presença de seus ligantes 

FasL e TNF-α respectivamente (Gearing et al., 1994; Tanaka et al., 1996; 

Schneider-Brachert et al., 2013). Esta ligação resulta na ativação de domínios 

intracelulares adaptadores que irão ativar outras proteínas envolvidas com a 

cascata de sinalização. A ligação de FasL/FasR ativa o  (FADD) e a ligação 

TNF-α/TNFR-1 ativa o domínio de morte associada ao TNFR (TRADD) 

(Schneider-Brachert et al., 2013). Estes domínios intracelulares interagem com 

a procaspase-8 via dimerização do domínio efetor de morte (DED) e então, o 

complexo de sinalização de morte induzida (DISC) é formado. Este complexo 

cliva a procaspase-8 na forma ativa, caspase-8, e então a apoptose é 

desencadeada (Chang et al., 2003).  

A via intrínseca da apoptose é promovida a partir de estímulos 

independentes da ativação de receptores de membrana, que podem ser 

hormônios, toxinas, radiação, quimioterapia e radicais livres resultantes de 

danos celulares (Elmore, 2007). Estes fatores promovem sinais intracelulares 

mediados pela dimerização das proteínas pró-apoptóticas Bax (proteína X 

ligada à Bcl-2) e Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer), pertencentes à 

família Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), alterando o potencial da membrana 

mitocondrial tornando-a permeável e porosa (Cory et al., 2003). Devido a essa 

alteração na permeabilidade da membrana, a mitocôndria libera fatores pro-

apoptóticos para o citoplasma. As principais proteínas a serem liberadas são 

citocromo-c e second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor 

of apoptosis-binding protein with low pI  (Smac/DIABLO). O citocromo-c se liga 

a procaspase-9 e a outros fatores, como a fator ativador de protease da 

apoptose-1 (Apaf-1) resultando na formação de um complexo denominado 

apoptossomo. Esse complexo culmina na ativação por clivagem proteolítica da 

procaspase-9, que desencadeia a clivagem de outras procaspases como -3, -6 

e -7, iniciando a degradação de substratos (Ow et al., 2008) (Figura 1.4).  
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Figura 1.4: Vias intrínseca e extrínseca da apoptose. A figura ilustra como 
as vias intrínseca e extrínseca da apoptose são desencadeadas. A via 
intrínseca depende de um estímulo interno, como radioterapia, quimioterapia 
ou estresse oxidativo, que culmina com a ativação de BAK e BAX, 
desencadeando a saída de citocromo-c da mitocôndria. O citocromo-c, 
juntamente com o Apaf-1 e a caspase-9, formam um complexo denominado 
apoptossomo que ativa as caspases efetoras -3 e -7 resultando na apoptose. A 
via extrínseca é iniciada quando receptores de membrana como o Fas recebem 
seu ligante FasL, estimulando o recrutamento da FADD que cliva a 
procaspase-8 na sua forma ativa, a caspase-8. Por fim, as caspases efetoras -
3 e -7 são ativadas, estimulando a apoptose. Apaf-1: fator ativador de protease 
da apoptose 1; Casp: caspase; FasL: Ligante de Fas; FADD: domínio de morte 
associado a Fas; Proc: procaspase. 
 

 No câncer de mama, as células transformadas apresentam diversos 

mecanismos que tornam a apoptose ineficiente e alguns deles podem estar 

relacionados com a redução da função das caspases ou não dimerização dos 

receptores de morte (Kadam & Abhang, 2016). Mutações em genes 

reguladores da apoptose também contribuem para a oncogênese. Ademais, 

alguns estudos mostraram acúmulo de mutações nos genes da p53 e Bcl-2 e 

que estes genes estão superexpressos em câncer de mama metastático 

(Wong, 2011).  
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1.2.2.3 Regulação da apoptose pelas proteínas inibidoras da apoptose 

(IAPs) 

 

 As proteínas inibidoras da apoptose (IAPs) compõem uma família de 

proteínas que têm em comum a presença do domínio BIR (baculoviral IAP 

repeat). Estas proteínas foram primeiramente identificadas por Crook e seus 

colaboradores em 1993 e a partir de então, oito membros dessa família foram 

descritos na espécie humana (Figura 1.5) (Crook et al., 1993). As proteínas 

XIAP, c-IAP1 (proteína 1 celular inibidora da apoptose), c-IAP2 (proteína 2 

celular inibidora da apoptose), ML-IAP (IAP de melanoma), Survivina, ILP2 

(proteína IAP-like 2), NAIP (proteína inibidora da apoptose neuronal), e Apollon 

(enzima conjugada à ubiquitina contendo BIR) agem como inibidoras da 

apoptose, podendo atuar tanto na via intrínseca quanto na via extrínseca 

(Fulda & Vucic, 2012). A maioria dos membros desta família apresenta também 

o domínio RING (Really Interesting New Gene) que confere a essas proteínas a 

função ubiquitina E3 ligase e exerce um importante papel em vias de 

sobrevivência e sinalização celular (Duckett, et al., 1996; Vaux & Silke, 2005).  

Estruturalmente, a XIAP contém 3 domínios BIR (BIR1-BIR3), seguido 

por um domínio ubiquitina associado (UBA) e um domínio RING. XIAP, c-IAP1 

e c-IAP2 contém o domínio CARD, enquanto que ML-IAP apresenta apenas um 

domínio BIR e um domínio RING (Vaux & Silke, 2005). XIAP é a única IAP que 

pode se ligar e agir diretamente com as caspases efetoras -3 e -7 inibindo sua 

atividade. c-IAP1 e c-IAP2 por intermédio dos domínios RING e CARD 

interagem com as caspases promovendo a sua inibição a partir da degração do 

proteasoma (Figura 1.5) (Chai et al., 2001; Silke et al., 2001; Lopez et al., 

2011).      
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Figura 1.5: Membros da família das IAPs envolvidos com a regulação da 
apoptose. Esquema representativo das proteínas inibidoras da apoptose. BIR: 
baculoviral IAP repeat; UBA: domínio ubiquitina associado; CARD: domínio 
ativador de recrutamento de caspases; RING: Really Interesting New Gene. 
 

Os membros mais estudados da família das IAPs são XIAP, c-IAP1, c-

IAP2 e Survivina, que apresentam-se superexpressos em diversos tipos de 

tumores, como próstata, pâncreas, tumores gástricos, melanoma e mama 

dificultando a eficiência do tratamento (Pluta et al., 2015). No câncer de mama, 

essas proteínas estão correlacionadas com um pior prognóstico e estágios 

mais avançados da doença (Wang et al., 2012). A XIAP está presente em 

cerca de 84,3% dos casos de carcinoma de mama ductal invasivo e está 

associada aos tumores que apresentam receptores de estrógeno (Zhang et al., 

2011). Assim como a Survivina, tem sido demonstrado que a superexpressão 

da XIAP está relacionada com câncer de mama em estágios avançados, como 

por exemplo, grau 3 em carcinoma ductal (Pluta et al., 2015). Pluta e 

colaboradores demonstraram que existe uma correlação significativa entre os 

níveis protéicos de XIAP e c-IAP1 entre as amostras de tecido tumoral das 

pacientes estudadas, indicando a interação entre essas proteínas. Ainda no 

mesmo trabalho, Pluta demonstrou a presença de altos níveis protéicos de c-

IAP2 em amostras de pacientes com linfonodos acometidos (Pluta et al., 2015). 

Ademais, a superexpressão de Survivina foi associada a tumores de mama 

com subtipo triplo negativo, que apresentaram maior volume da massa tumoral, 

alto grau histológico e acometimento de linfonodos (Youssef et al., 2008; 

Adamkov et al., 2012). 
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As IAPs apresentam diferentes mecanismos de regulação negativa da 

apoptose. As proteína c-IAP1 e cIAP-2, ligam-se aos fatores associados a 

TNFR 1 e 2 (TRAF1 e TRAF2) dando origem a um complexo supressor da 

atividade da caspase-8 (Micheau & Tschopp, 2003). Esse complexo leva à 

ubiquitinação do receptor de interação com a proteína 1 (RIP1) recrutando o 

complexo enzimático IκB quinase (IKK) que resulta na ativação da via canônica 

de NFκB e seus genes alvo envolvidos com sobrevivência celular e inflamação 

(Bertrand et al., 2008; Gyrd-Hansen & Meier, 2010). Trabalhos têm 

demonstrado que oligonucleotídeos e pequenas moléculas miméticas de 

Smac/DIABLO, têm sido promissores no tratamento in vivo e in vitro do câncer 

de mama, por apresentar atividade antagonista a c-IAP1 (Tamanini et al., 

2017). A inibição dos níveis de expressão dos genes de ativação de c-IAP1 por 

compostos naturais como Triptolide sensibilizam células de câncer de mama à 

apoptose (Cheng et al., 2016). O tratamento de células MCF-7 e MDA-MB-231 

com LCL161, um composto mimético de Smac que se liga a c-IAP1/2, resulta 

em alteração conformacional e degradação proteassomal dessas proteínas. 

Como consequência, ocorre um acúmulo de RIP1 seguido por ativação de 

processos de morte celular (Jin et al., 2016). Adicionalmente, a c-IAP1 interage 

diretamente com o fator de transcrição 1 de E2F (E2F1) e estimula a atividade 

transcricional recrutando os complexos relacionados a ciclinas E e A (CCNE e 

CCNA). Estes genes são importantes reguladores da progressão do ciclo 

celular promovendo a transição da fase G1 para fase S do ciclo celular (Cartier 

et al., 2011). Portanto, outra importante função de c-IAP1 está associada à 

progressão do ciclo celular. 

A XIAP é o membro protótipo da família das IAPs, sendo capaz de se 

ligar e inibir diretamente as caspases (Obexer & Ausserlechner, 2014). Essa 

proteína apresenta três domínios BIR (1, 2 e 3) e interfere nos estágios finais 

da cascata da apoptose, ligando-se à caspase iniciadora -9 via domínio BIR3 e 

também às efetoras -3 e -7 via BIR2 (Scott et al., 2005, Eckelman et al., 2006). 

O domínio BIR3 interage com Apaf-1/caspase-9 por sequestrar a porção N-

terminal da subunidade pequena da caspase-9. Esta região da caspase 

apresenta homologia com a Smac/DIABLO, sugerindo que esses dois sítios de 

ligação competem com a interação entre XIAP e BIR3. Portanto, a 



18 

 

Smac/DIABLO pode agir como antagonista da função antiapoptótica da XIAP 

(Srinivasula et al., 2001; Lukacs et al., 2013). Outro importante mecanismo 

através do qual a XIAP pode inibir a atividade das caspases é a partir da 

atividade E3 ligase do domínio RING. Células depletadas para este domínio 

apresentam aumento de atividade de caspase-3 e aumento de sensibilidade ao 

TNF, sugerindo que os níveis de XIAP intracelular interferem nas vias 

intrínsecas e extrínsecas da apoptose (Schile et al., 2008). Utilizando modelos 

in vitro 3D e in vivo, Arora e colaboradores demonstraram que a 

superexpressão de XIAP, dentre outros fatores, contribui para a sobrevivência 

de células tumorais de mama e, que a sua inibição impacta a proliferação 

celular, como avaliado por modelos tridimensionais de culturas celulares (Arora 

et al., 2017). Como mencionado anteriormente, miméticos de Smac também 

têm sido alvo de estudos, pois estimulam mudanças conformacionais nas IAPs 

levando-as a autoubiquitinação e degradação proteasomal (Bai et al., 2014; 

Fulda, 2015). Além disso, esses miméticos podem se ligar e agir diretamente 

na XIAP inibindo sua interação com as caspases (Bai et al., 2014; Fulda, 2015). 

A Survivina, por sua vez, apresenta diferentes funções de acordo com 

sua localização celular. Quando presente no núcleo pode agir como reguladora 

do ciclo celular, enquanto que no citosol a Survivina pode agir como inibidora 

da apoptose (Mahotka et al., 2002). A Survivina compõe o complexo 

cromossomal juntamente com INCENP (proteína interna do centrômero), 

Aurora quinase B e borealina, que é imprescindível para a separação 

cromossômica durante a citocinese da divisão celular (Li et al., 1999; Klein et 

al., 2006; Kitagawa, 2015). Além disso, uma fração de Survivina subcelular está 

associada com a tubulina polimerizada e regula a formação das fibras do fuso 

mitótico durante a divisão celular (Mita et al., 2008). No que tange à sua função 

antiapoptótica, a Survivina não é capaz de se ligar diretamente às caspases, 

porém promove uma inibição indireta ligando-se a cofatores e proteínas 

intermediárias. A Survivina pode mediar a ligação entre a XIAP e a procaspase-

9 bloqueando a sua atividade (Marusawa et al., 2003; Johnson et al., 2004). 

Um importante mecanismo, envolvido com a inibição da via intrínseca da 

apoptose, consiste na ligação da Survivina à proteína pró-apoptótica 

Smac/DIABLO, prevenindo a liberação do citocromo-c e consequente ativação 
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das caspases (Johnson et al., 2004). A Survivina também apresenta variantes 

de splicing e estas estão associadas a diferentes funções na tumorigênese do 

câncer de mama. (Végran et al., 2011). Estratégias terapêuticas utilizando 

novos compostos derivados de extratos orgânicos têm se mostrado 

promissores no tratamento in vitro de células de câncer de mama. Kang e 

colaboradores mostraram a morusina induziu morte celular por apoptose para 

células de câncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 por inibição da Survivina e 

aumento da proteína pró-apoptótica Bax (Kang et al., 2017).  

 Os demais membros das IAPs, como ILP2, NAIP e Apollon podem ter 

funções relacionadas à regulação da progressão de ciclo celular, proliferação 

celular e regulação do sistema imune (Fulda & Vucic, 2012; Abadía-Molina et 

al., 2017). Entretanto, o papel dessas proteínas não está bem elucidado, bem 

como a sua importância no contexto que envolve o tratamento e a resistência 

do câncer de mama. 

 

1.2.2.4 Regulação da apoptose pelos membros da família Bcl-2 

 

A família Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) compreende proteínas envolvidas 

em diferentes processos fisiológicos, tais como autofagia, proliferação celular, 

regulação de ciclo celular e modulação da resposta imune (Hatok & Racay, 

2016). Entretanto, a função inicialmente descrita para esta família está 

relacionada à apoptose, regulando a integridade da membrana mitocondrial 

(Gross & Katz, 2017). Os membros da família Bcl-2 possuem domínios 

homólogos de Bcl-2 (BH) enumerados de 1 a 4, podendo apresentar também 

um domínio transmembrana (TM) (Youle et al., 2008) (Figura 1.6). De acordo 

com a estrutura e função, seus membros podem ser classificados em três 

diferentes subgrupos: proteínas que exercem atividade pró-apoptótica e que 

apresentam múltiplos domínios BH, como a BAK (Bcl-2 antagonist/killer), BAX 

(Bcl-2-associated X protein) e BOK (Bcl-2 related ovarian killer); proteínas pró-

apoptóticas que apresentam somente o domínio BH3, como por exemplo, BIM 

(Bcl-2-like protein 11), BID (BH3 interacting domain death agonist) e PUMA 

(p53 upregulated modulator of apoptosis) e as que apresentam função 

antiapoptótica, como Bcl-2 propriamente dito, Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra 
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large) e Mcl-1 (myeloid cell leukaemia-1) (Shamas et al., 2011; Delbridge et al., 

2016) (Figura 1.6).  

 

 

Figura 1.6: Membros da família Bcl-2. Figura ilustrativa dos membros da 
família Bcl-2. Dentre esta família, alguns de seus membros exercem atividade 
pró-apoptótica e apresentam múltiplos domínios BH, como a BAK, BAX e BOK; 
as proteínas pró-apoptóticas que apresentam somente o domínio BH3, como 
BIM, BID e PUMA e as que apresentam função antiapoptótica: Bcl-2 
propriamente dito, Bcl-xL e Mcl-1. BH: domínios homólogos de Bcl-2; TM: 
Domínio transmembrana.  

 

A família Bcl-2 pode atuar em diferentes e importantes momentos da 

apoptose, com interações hidrofóbicas e eletrostáticas entre domínios BH3. 

Este domínio apresenta duas funções, neutralização das proteínas pró-

apoptóticas da família Bcl-2 e ativação direta dos efetores pró-apoptóticos BAK 

e BAX (Vela & Marzo, 2015). A partir da dimerização de BAK e BAX, ocorre a 

permeabilização da membrana mitocondrial, permitindo a saída do citocromo c 

(Kluck et al., 1997; Hatok & Racay, 2016). No contexto do câncer de mama, 

estudos têm mostrado que o tratamento in vitro da linhagem MCF-7 com DOX 

promove diminuição da expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 e aumento 

da expressão de BAX (Thomadaki & Scorilas, 2007). De forma semelhante, o 

tratamento da linhagem MDA-MB-231 com paclitaxel, resulta no aumento dos 
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níveis de RNA mensageiro de BIM, proteína facilitadora da apoptose (Sunters 

et al., 2003).  

Os membros da família Bcl-2 estão envolvidos não somente com 

processos que resultam na apoptose, mediando a via intrínseca, como também 

regulam processos intracelulares envolvidos com a sobrevivência celular 

(Hatok & Racay, 2016). Bcl-2 e Bcl-xL são reconhecidos como reguladores 

antiapoptóticos, porém também atuam controlando a progressão do ciclo 

celular. Essas proteínas agem prolongando a fase G1 do ciclo celular e inibem 

a transição entre as fases G1 e S por inibição da ciclina CDK2 (cyclin 

dependente kinase-2), responsável pela transição desta fase (Borner, 1996; 

Janumyan et al., 2003; Whittaker et al., 2017). Assim como Bcl-2 e Bcl-xL, a 

Mcl-1 também inibe a progressão do ciclo celular que permanece em arresto na 

fase S (Fujise et al., 2000). Mcl-1 é uma proteína antiapoptótica que, dentre 

outras funções, inibe a formação do dímero BAK e BAX, impedindo o início da 

via intrínseca da apoptose (Perciavalle & Opferman, 2013). Fisiologicamente, 

Mcl-1 é essencial para a embriogênese inicial, desenvolvimento e manutenção 

dos linfócitos, neurônios, fibroblastos e células-tronco hematopoiéticas (Belmar 

& Fesik, 2015). Mcl-1 possui uma região reguladora N-terminal que promove a 

fosforilação e ativação de outras proteínas (Thomas et al., 2010). Apesar de 

desempenhar diferentes funções, seu papel antiapoptótico é o mais bem 

descrito e tem sido reconhecido como um obstáculo para o tratamento de 

células tumorais, já que o gene que codifica Mcl-1 encontra-se amplificado 

nessas células e este evento tem sido observado em diferentes tipos de 

câncer, como leucemias, próstata, pulmão, pâncreas, ovário e câncer de mama 

(Belmar & Fesik, 2015). A superexpressão de Mcl-1 em câncer de mama tem 

sido associada ao grau avançado do tumor ao diagnóstico e à baixa sobrevida 

das pacientes (Ali et al., 2016; Campbell et al., 2018). Recentemente, foi 

descrito que células de mama resistentes aos taxanos apresentam altos níveis 

proteicos de Mcl-1 (Ding et al., 2007; Gasca et al., 2016). Com exceção do 

gene TP53, o MCL-1 é o gene que mais apresenta amplificação após a terapia 

neoadjuvante em tumores triplo-negativos (Balko et al., 2014). Ademais, o 

MCL-1 apresenta amplificação em 9% dos casos diagnosticados com o subtipo 

Luminal B e entre 20-55% dos tumores de mama triplo-negativos (Balko et al., 
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2014). Em células que superexpressam Her2, o Mcl-1 pode prevenir morte 

induzida por hipóxia (Bashari et al., 2016). Além disso, a superexpressão de 

Mcl-1 implica na resistência a diversas drogas, como paclitaxel e vincristina 

(Wertz et al., 2011).  

Devido à sua função antiapoptótica e correlação com a resistência a 

múltiplas drogas, as proteínas da família Bcl-2 têm sido consideradas 

importantes alvos terapêuticos, na tentativa de sobrepujar o fenótipo de 

resistência e tornar as células sensíveis à quimioterapia (Williams et al., 2017). 

A inibição farmacológica dessas proteínas tem sido promovida por diferentes 

estratégias, dentre elas, por intermédio de pequenos compostos que se ligam 

ao domínio BH3, domínio característico da família Bcl-2. Esses compostos são 

chamados de miméticos de BH3 e permitem que a ativação da apoptose ocorra 

(Oltersdorf et al., 2005). A inibição de Mcl-1, Bcl-2 e Bcl-xL a partir de 

diferentes miméticos mostrou-se eficiente na ativação de caspase-3, proteína 

efetora da apoptose, e na sensibilização de células tumorais de mama com 

fenótipo de resistência ao tratamento com os quimioterápicos (Juin et al., 2013; 

Vaillant et al., 2013; Vela et al., 2015; Xiao et al., 2015; Williams et al., 2016; 

Panayotopoulou et al., 2017). Alguns destes miméticos de BH3 encontram-se 

em estudos clínicos, dentre eles o ABT-263 (Navitoclax), que inibe Bcl-2, Bcl-XL 

e Bcl-w e induz apoptose em tumores hematológicos, como linfoma difuso de 

células B e em tumores sólidos, como câncer de pulmão de não pequenas 

células (Quentmeier et al., 2016; Rudin et al., 2012). A indução de apoptose 

mediante a inibição das proteínas da família Bcl-2 tem sido considerada uma 

abordagem terapêutica potencialmente promissora, não somente por induzir a 

morte das células neoplásicas, mas também por reverter à resistência ao 

tratamento vigente. Diversos agentes tem mostrado eficácia em estudos pré-

clínicos (Punnoose et al., 2016) e clínicos (Mason et al., 2009; Konopleva et al., 

2016). 
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1.3 Interface entre a resistência às drogas e o processo de invasão e 

metástase.  

 

Durante a progressão tumoral, as células que compõem um tumor sólido 

e estão em intensa divisão celular, acumulam modificações traducionais e pós-

traducionais que alteram seu perfil fenotípico. A alteração no padrão de 

expressão das proteínas contribui para que as células passem a apresentar 

características de perda de adesão, possibilitando a invasão de tecidos 

adjacentes e formando nichos metastáticos a partir do mesmo tumor (Hanahan 

& Weinberg, 2000; Cejalvo et al., 2017). Um evento primordial para que as 

células escapem de seu nicho inicial e alcancem outros tecidos é a transição 

epitélio-mesênquima (TEM), que consiste na perda de alterações nas junções 

de adesão, polaridade apical-basal, com consequente ganho de motilidade e 

aquisição de fenótipo mesenquimal (Nieto, 2013). Alterações nas proteínas de 

adesão como: E-caderina, integrinas, desmossomos e gap junctions têm sido 

fortemente correlacionadas com a modulação do microambiente tumoral e 

resistência de células tumorais (Yeung & Yang, 2017) (Figura 1.7). A TEM é 

caracterizada, pela perda das características epiteliais das células, como 

redução de expressão das proteínas E-caderina, Claudina-3 e citoqueratinas e, 

em contrapartida, aumento da expressão de proteínas mesenquimais, como 

Vimentina, N-caderina, Snail, Slug e Twist (Wu et al., 2016). Através da 

avaliação da expressão dessas proteínas nos diferentes subtipos do câncer de 

mama, por imunoistoquímica, foi identificado que os marcadores mesenquimais 

de TEM estão relacionados ao subtipo triplo negativo e ao fenótipo mais 

agressivo desses tumores (Sarrió et al., 2008; Choi et al., 2013; Liu et al., 

2013). Pioneiros em identificar a correlação entre TEM e resistência no câncer 

de mama, Sommers e colaboradores observaram que células MCF-7 

resistentes à DOX apresentavam aumento dos níveis protéicos de vimentina, e 

redução da formação de desmossomos e junções de adesão (Sommers et al., 

1992).  
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Figura 1.7: Desenho esquemático da transição epitélio-mesênquima 
(TEM). O desbalanço entre E-caderina e N-caderina é um importante evento na 
transformação celular durante a aquisição de características mesenquimais por 
células polarizadas. Células com o fenótipo epitelial apresentam expressão de 
junções de adesão, β-catenina, Claudina-3 e Citoqueratinas. Durante a 
aquisição do fenótipo mesenquimal, as células perdem as junções de adesão 
apresentam alterações na morfologia e rompem a barreira da matrix-
extracelular. Essas alterações são acompanhadas de aumento de expressão 
de Vimentina, Snail, Slug e Twist. Adaptado de Wu et al., 2017 
 

 

A E-caderina é uma glicoproteína transmembrana que desempenha um 

importante papel na organização da estrutura epitelial. Esta proteína interage 

com outras E-caderinas de células adjacentes formando um importante 

componente das junções aderentes. Por recrutamento da α e β-catenina, a E-

caderina é ancorada ao citoesqueleto de actina. Desta forma, ela apresenta um 

papel supressor da invasão ao transmitir sinais que inibem o crescimento entre 

as células adjacentes via contato citoplasmático (Yagi & Takeichi, 2000).  

Desta forma, alterações ou inativação desta proteína, promovem a perda 

de adesão, aquisição da capacidade de crescimento desordenado, invasão e 

metástase de células epiteliais (Figura 1.7) (Christofori & Semb, 1999; Wu et 

al., 2017). A diminuição da expressão da E-caderina, acompanhada da 

elevação de N-caderina, um marcador mesenquimal, contribuem para a perda 

de adesão entre células tumorais e este processo é observado em câncer de 

mama do subtipo triplo-negativo, bem como em tumores que superexpressam 

Her2 (Li et al., 2017). Além de aumentar o potencial migratório de células triplo-

negativas MDA-MB-231 e BT549, a diminuição dos níveis de E-caderina estão 

associados à resistência no câncer de mama (Lombaerts et al., 2006; Ciriello et 

al., 2015). Células MCF-7 e MDA-MB-231 superexpressando Twist, Snail e 
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FOXC2, apresentaram aumento da atividade e expressão de proteínas 

transportadoras da família ABC e passaram a não responder ao tratamento 

com DOX (Saxena et al., 2011). Diversos estudos têm associado à 

superexpressão de bombas de efluxo, como a Pgp, a células de câncer de 

mama com características mesenquimais, sendo estas células resistentes à 

antraciclinas e taxanos (Li et al., 2009; Yang et al., 2014a). Ademais, a alta 

expressão e intensa atividade de N-caderina e diminuição ou mutações em E-

caderina são eventos correlacionados com agressividade, elevada mortalidade 

e um pior prognóstico em pacientes com câncer de mama (Onder et al., 2008; 

Polyak & Weinberg, 2009; Hollestelle et al., 2010; Ciriello et al., 2015).  

Outro importante regulador da progressão do ciclo celular é o fator de 

transcrição o FOXM1, que está também associado a um pior prognóstico, 

acometimento de linfonodos e menor sobrevida de pacientes com câncer de 

mama (Bergamaschi et al., 2014; Ahn et al., 2015). Além de regular a 

expressão de Snail, já foi demonstrado que a inibição de FOXM1 resultou na 

diminuição da migração de células de câncer de mama através da modulação 

de fatores envolvidos na degradação da matriz extracelular, MMP-2 e MMP-9 

(Balli et al., 2013; Ahmad et al., 2010). Yang e colaboradores demonstraram 

que FOXM1 regula transcricionalmente Slug inibindo a expressão de E-

caderina e levando a um aumento de expressão de Vimentina em células não 

neoplásicas de mama MCF10A. Ensaios in vivo demonstraram que a 

superexpressão de FOXM1 promove metástase de células tumorais de mama 

MCF-7 e em amostras de pacientes está superexpresso em tumores triplo-

negativos, que apresentam características mesenquimais e metastáticas 

(Vuoriluoto et al., 2011; Yang et al., 2013; Song et al., 2017).  

Estudos envolvendo estratégias que têm por objetivo modular e inibir 

marcadores envolvidos na resistência a drogas e metástase têm sido 

propostos. Em células MCF-7 e MDA-MB-231, a salinomicina, reguladora 

negativa de proteínas associadas a TEM, diminuiu a expressão de BCRP 

aumentando a sensibilização dessas células à DOX (Hermawan et al., 2016). 

Em outro estudo, a utilização de disulfiram, um membro da família 

ditiocarbamate, foi efetivo em reverter o fenótipo TEM de células tumorais de 

mama in vitro e in vivo, a partir da inibição de proteínas envolvidas no processo 
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de migração e quimiorresistência, como Snail e ERK (Han et al., 2015). Em 

células MDA-MB-231 foi demonstrado que a inibição de FOXM1 resultou em 

células com características mais epiteliais, como maior expressão de N-

caderina, menor potencial migratório e redução de RNAm da Vimentina, Slug, 

Snail e Twist (Yang et al. 2013). 

Em conclusão, a resistência à multiplas drogas está associada ao 

fenótipo mesenquimal de células tumorais, o que contribui para evasão e 

migração celular. A TEM pode contribuir para a recorrência de um tumor e para 

a metástase (Takebe et al., 2011). A busca por novas estratégias terapêuticas 

que possam sobrepujar mecanismos de resistência a drogas e modular os 

processos relacionados à migração e invasão celular, é de extrema 

importância. 

 

1.4 Interface entre as proteínas inibidoras da apoptose e o processo de 

migração e metástase  

 

A TEM é caracterizada por eventos que estão relacionados à perda da 

polarização apical-basal e junções celulares, reorganização do citoesqueleto e 

regulação da motilidade, além da diminuição da expressão de marcadores 

epiteliais como E-caderina e superexpressão de marcadores mesenquimais, 

como Vimentina e N-caderina (Lima et al., 2016). A adesão celular também é 

modificada durante a metástase de células tumorais, pois regula a proliferação 

celular e vias de sobrevivência mediadas por integrinas. As integrinas exercem 

importante papel regulatório da proliferação, sobrevivência e diferenciação 

celular através da sua interação com proteínas intracelulares como PI3K/AKT e 

p53/p63, que levam ao recrutamento de Snail, desencadeando a sobrevivência 

e migração celular (Li et al., 2011, Banyard & Bielenberg, 2015).  

 Adicionalmente ao potencial migratório, além de evadir a apoptose, 

células em TEM regulam mecanismos de senescência. O fator de transcrição 

Twist pode inibir proteínas supressoras e reguladoras do ciclo celular como p16 

e p21, impedindo que a célula entre em senescência (Ansieau et al., 2008).  

Outros fatores de transcrição como STAT3, quando fosforilados, podem 

ativar a expressão de proteínas inibidoras da apoptose, como Survivina, Mcl-1 
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e Bcl-xL no câncer de mama (Hsieh et al., 2005; Sinibaldi et al., 2001). A 

proteína Mcl-1 contribui para a sobrevida de células tumorais e tem sido 

associada a células de mama com subtipo triplo-negativo, que apresentam 

características mesenquimais (Balko et al., 2014). Entretanto, a partir da co-

tranfecção de células MCF-7 que passaram a superexpressar STAT3 e Mcl-1, 

foi demonstrado que a interação entre ambas promoveu atividade pró-

apoptótica da proteína Mcl-1, quando essas células foram tratadas com 

hormônios esteroidais. Além disso, houve aumento da expressão de E-

caderina e citoqueratinas e diminuição de N-caderina e Vimentina. O mesmo 

não foi observado quando a superexpressão de STAT3 e Mcl-1 se deu de 

forma isolada, onde verificou-se pronunciada invasão celular e aumento da 

expressão de MMP-2 em células MCF-7 (Renjini et al., 2014). 

A Survivina é comumente expressa em tecidos embrionários e pouco 

expressa em tecidos normais adultos (Garg et al., 2016). Entretanto, em 

algumas células tumorais, a Survivina encontra-se superexpressa e está 

associada ao aumento de proliferação, por ativação da via de PI3K/AKT/WNT, 

e angiogênese, mediada por VEGF (Morinaga et al., 2004; Tran et al., 2002). 

Siddharth e colaboradores demonstraram que o silenciamento da Survivina em 

linhagens de câncer de mama MCF-7 e T47D reduziu a invasividade celular e 

inibiu a TEM induzindo a apoptose (Siddharth et al., 2016). Foi também 

verificado que células MCF-7 silenciadas para c-IAP1 por siRNA ou com 

mimétidos de Smac, apresentaram supressão da taxa migratória quando 

comparada com células MCF-7 que expressavam c-IAP1 selvagem, sugerindo 

um papel pró-migratório dessa proteína (Lopez et al., 2011). A XIAP também 

apresenta um importante papel na regulação da migração celular. Kim e 

colaboradores demonstraram que a caveolina-1 pode ligar-se à XIAP através 

do domínio BIR3, formando um complexo XIAP-caveolina-1-integrina-5a. Este 

compIexo interage intracelularmente com FAK, uma quinase de adesão focal, e 

ativa ERK, culminando com a migração celular. Entretanto, com a inibição de 

XIAP o complexo fica incompleto e a migração não ocorre (Kim et al.,  2010).  

Em outros modelos tumorais, a interrelação entre as proteínas que 

regulam a apoptose e a transição epitélio-mesênquima também já foi sugerida. 

Avaliando células de câncer de pâncreas, foi observado que a diminuição da 
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expressão de XIAP e Survivina resultou em aumento de expressão de E-

caderina e diminuição de Slug (Yi et al., 2015). A inibição simultânea de XIAP e 

Survivina resultou em aumento da expressão de PTEN e diminuição de pAKT, 

revertendo o fenótipo mesenquimal (Yi et al., 2015). A via de sinalização 

PTEN/PI3K/AKT, regula a ativação de oncogenes induzida pela localização de 

AKT na membrana celular, desencadeando vias associadas à migração 

(Carnero et al., 2008). Em células de câncer de colo retal, HCT116 foi 

demonstrado que a inibição de XIAP resulta na diminuição da migração celular 

que pode ser dependente do domínio RING. O domínio RING interage com 

Rho-GDI mediando a motilidade celular por regulação do citoesqueleto de 

actina (Liu et al., 2011). 

Os mecanimos que regulam a apoptose e a TEM apresentam-se 

intercorrelacionados, porém ainda precisam ser melhor elucidados. De fato, a 

desregulação da apoptose contribui para o fenótipo mesenquimal e resistente 

de uma célula levando a um potencial metastático e TEM. Desta forma, a 

compreensão de ambos os eventos é indispensável para melhor entender os 

efeitos biológicos observados em células tumorais de mama que apresentam 

diferentes fenótipos e respostas ao tratamento. 

 

1.5 Novas estratégias para o tratamento in vitro de células tumorais de 

mama  

 

1.5.1 Composto LQB-223  

 

Diante do contexto da resistência a múltiplas drogas e da toxicidade 

associada ao tratamento quimioterápico, faz-se crucial desenvolver moléculas 

com ação antineoplásica mais eficiente e seletiva. Dessa forma, foi 

estabelecida uma colaboração com a equipe de pesquisadores do Laboratório 

de Química Bioorgânica da Universidade Federal do Rio de Janeiro e da PUC-

Rio (Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro), que realizam o 

planejamento e síntese orgânica de novos compostos com potencial 

antitumoral. Estes compostos vêm sendo testados em diversas linhagens 

neoplásicas; dentre leucemias e tumores sólidos, como por exemplo, 
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melanoma, apresentando atividade antineoplásica para tais modelos (Buarque 

et al., 2011; Maia et al., 2011; Nestal de Moraes et al., 2014). Dentre esses 

compostos, o LQB-118, um híbrido derivado do lapachol e naftoquinonas (Netto 

et al., 2010), apresentou toxicidade no tratamento das linhagens de leucemia 

mielóide crônica (LMC) K562 e a resistente à vincristina K562-Lucena (Maia et 

al., 2011), bem como de células de leucemia mielóide aguda (LMA) derivadas 

de diferentes subtipos moleculares (de Souza Reis et al., 2013; Nestal de 

Moraes et al., 2014). Este composto também foi eficiente no tratamento in vivo 

de camundongos B16F10, reduzindo o crescimento do tumor de Ehrlich e 

melanoma, sem induzir toxicidade em linfócitos e células da medula óssea de 

camundongos Swiss (Nestal de Moraes et al., 2014; Salustiano et al., 2016). 

Desta forma, iniciamos a investigação dos efeitos do LQB-118 em células 

tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231. Entretanto, o tratamento para estas 

células não resultou em efeitos tóxicos, como analisado por ensaios de 

viabilidade celular e de indução de morte celular (dados não mostrados). 

Posteriormente, novos análogos do LQB-118 foram sintetizados, dando origem 

ao composto 11a-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano, LQB-223 (Figura 1.8) O LQB-

223 tem demonstrado uma grande capacidade citotóxica para células 

leucêmicas FEPS e Lucena-1, que são derivadas da K562 e apresentam 

superexpressão dos genes ABCB1, (em ambas) e ABCC1 (na FEPS) como 

mecanismos envolvidos na resistência (Buarque et al., 2014). Ao serem 

tratadas com LQB-223, essas células apresentaram parada no ciclo celular na 

fase G2/M e fragmentação do DNA. O mesmo efeito foi observado em células 

de LMA resistentes à citarabina, que se mostraram bastante sensíveis ao 

tratamento in vitro com o composto LQB-223 (Hancio et al., dados não 

publicados). Em glioblastomas, o tratamento com o LQB-223 resultou em uma 

resposta citotóxica superior à induzida pela temozolamida, tratamento padrão 

(Guimarães et al., dados não publicados). Levando-se em consideração que os 

glioblastomas são tumores cerebrais com refratariedade à terapia vigente e os 

pacientes acometidos apresentam sobrevida média de 12 meses (Dresemann 

2010), esses dados têm se mostrado promissores e estão sendo direcionados 

para modelos in vivo de xenoenxertos. Adicionalmente, o tratamento de 

esplenócitos de camundongos saudáveis Swiss com 10mM de LQB-223 
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resultou em baixa toxicidade, demonstrando um efeito seletivo para células 

tumorais deste composto (Buarque et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8: Estrutura molecular do composto LQB-223.  

 

Além de eficiente no tratamento de células de tumores sólidos e 

hematológicos, o LQB-223 também se mostrou promissor no tratamento da 

malária. A avaliação in vitro de P. falciparum demonstrou que o LQB-223 liga-

se de forma seletiva à Pftopoisomerase I deste parasita, que apresenta 42% de 

similaridade com a topoisomerase I humana (Reguera et al., 2006). A 

topoisomerase é um potencial alvo para o tratamento da malária. 

Adicionalmente, experimentos in vivo demonstraram que o tratamento com o 

composto LQB-223, de camundongos infectados com P. berghei, mostrou 

atividade similar à cloroquina, fármaco indicado para profilaxia e tratamento da 

malária (Cortopassi et al., 2014). De forma consistente, nosso grupo observou 

que o LQB-223 foi capaz de inibir a atividade da enzima topoisomerase α, 

agindo como um inibidor catalítico, sem intercalar no DNA. Neste trabalho foi 

também demonstrado que o LQB-223 inibe a viabilidade e induz parada no 

ciclo celular das células U937-R e CEM-R, linhagens de LMA e LLA 

respectivamente, que superexpressam Pgp e BCRP (Pereira et al., manuscrito 

em preparo visando submissão).  

Recentemente, foi demonstrado, através de técnicas envolvendo 

espectroscopia, que o LQB-223 interage com resíduos de DNA a partir de um 

processo hidrofóbico (Silva et al., 2017). Essa interação não causa 

fragmentação do DNA, mas ocasiona alterações na molécula, apontando para 

Azapterocarpaquinona 

LQB-223 

11a-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano  
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as primeiras evidências em relação ao mecanismo de ação primário do 

composto. A ligação de compostos bioativos ao DNA vem ganhando bastante 

atenção na literatura, visto que o DNA é um dos principais alvos do ponto de 

vista terapêutico em neoplasias (Silva et al., 2017).  

A atividade antitumoral do composto LQB-223 vem sendo atribuída ao 

grupamento Tosil da molécula química, visto que a sua substituição por um 

grupamento Mesil ou Benzoil levou a uma drástica redução do efeito citotóxico 

em células de leucemia (Buarque et al., 2014). A inclusão do grupamento Tosil 

em outros compostos sintéticos derivados de Aza-carbapterocapano e 6,11-

diidro-5H-benzo[a]cabazol foi eficiente em apresentar toxicidade seletiva em 

células MCF-7 e MDA-MB-231. A avaliação in silico desses compostos 

apresentou descritores para baixo ou ausente risco de toxicidade e valores 

comparáveis ao tratamento com daunorrubicina, quimioterápico utilizado para o 

tratamento da LMA (Mendes et al., 2018). O conjunto desses dados nos 

questionou quanto à possível atividade antineoplásica de composto LQB-223 

em células de câncer de mama, nos levando ao desenho inicial desse projeto. 

 

1.5.2 Desenvolvimento de modelos com culturas tridimensionais in 

vitro 

Para melhor compreender o efeito de novas estratégias terapêuticas no 

tratamento de células tumorais e estreitar as semelhanças entre experimentos 

in vitro e in vivo, o uso de novas tecnologias que mimetizam tumores sólidos é 

de grande relevância. O tratamento de células tumorais distribuídas em 

monocamada em garrafas de cultura de poliestireno é uma prática comum e 

pouco custosa para avaliação dos efeitos de novas drogas e vias de 

sinalização (Kim et al., 2004). Esta prática, no entanto, apresenta limitações 

que desfavorecem uma avaliação mais aprofundada sobre a interação celular, 

comunicação entre as células e com a matriz extracelular (Ding et al., 2018). 

Em conformação 2D, a distribuição dos nutrientes para as células ocorre de 

forma homogênea, o que não fornece semelhança fisiológica com o observado 

em tumores sólidos in vivo (Mehta et al., 2012). Em contrapartida, o 

crescimento celular em conformação tridimensional confere uma maior 

semelhança com os tumores sólidos. Nessa conformação, a distribuição dos 
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nutrientes e das drogas utilizadas para o tratamento ocorre de forma 

diferenciada, dependendo da comunicação e difusão entre as células, o que 

confere uma maior resistência ao tratamento (Figura 1.8) (Kim et al., 2004; 

Ding et al., 2018). Como exemplo, células MCF-7 e BT474 em conformação 

tridimensional quando tratadas com Adriamicina e Paclitaxel apresentaram-se 

resistentes ao tratamento quando comparadas com células tratadas em 

monocamada (Imamura et al., 2015; Ding et al., 2018).  

 

Figura 1.9: Quadro comparativo entre os modelos de cultura bi (2D) e 
tridimensional (3D). 
 

Em culturas tridimensionais observa-se a formação de diferentes 

microambientes, visto que as células do centro do esferóide não recebem a 

mesma demanda de oxigênio e nutrientes que as células da superfície, 

podendo resultar em um centro hipóxico e necrótico (Mehta et al., 2012). 

Tipicamente, é observado que enquanto as células da superfície dos esferóides 

estão em proliferação, as do centro encontram-se quiescentes (Lin & Chang, 

2008). Células cultivadas em conformação 2D e 3D apresentam diferenças 

morfológicas e na expressão gênica. As respostas celulares ao ambiente 

hipóxico são reguladas pelo fator induzível por hipóxia (HIF), que ativa vias de 

sinalização que promovem a vascularização, proliferação e metástase (Schito 
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& Semenza, 2016; Zeng et al., 2015). A hipóxia observada em esferóides de 

células tumorais de mama regulam importantes eventos associados à 

resistência (Wang et al., 2018). Além de apresentarem um fenótipo mais 

resistente, células de mama em conformação 3D, MCF-7 e MDA-MB-231, 

passaram a expressar altos níveis do fator de transcrição Snail e elevados 

níveis de HIF-1, revelando que a hipóxia também contribui com um fenótipo 

mesenquimal (Kim et al., 2014). Estes dados corroboram com achados 

anteriores que demostraram que a hipóxia induziu a expressão RNAm de Snail 

em  células de câncer de ovário (Imai et al., 2003) 

Foi também observado que células BT474 e MCF-7 em conformação 

tridimensional passaram a expressar altos níveis de Pgp devido à ativação do 

HIF-1, que promove a regulação transcricional do gene MDR-1. Devido a isto, o 

tratamento da cultura tridimensional de MCF-7 apresentou menor acúmulo de 

doxorrubicina intracelular e, consequentemente, mostrou-se mais resistente ao 

tratamento (Breslin & O’Driscoll, 2016; Doublier et al., 2012). Células BT474 em 

cultura 3D passaram a expressar altos níves de AKT, pAKT, ERK e receptores 

da família EGFR, proteínas associadas à sobrevivência (Breslin & O’Driscoll, 

2016).  

De acordo com as características celulares e morfológicas e a 

metodologia utilizada, as culturas tridimensionais podem ser classificadas em 

diferentes nomenclaturas. Froehlich e colaboradores classificaram as culturas 

3D quanto ao grau de compactação em: esferóides, múltiplos pequenos 

esferóides, agregado compacto, agregado frouxo e células singulares em 

suspensão (Figura 1.9) (Froehlich et al., 2016). De acordo com seus achados, 

a técnica de sobreposição líquida, que consiste em adicionar células a uma 

placa de 96 poços com fundo não aderente, favorecendo a formação de 

estruturas tridimensionais por adesão intracelular, é um eficiente método para o 

estabelecimento de esferóides de células MCF-7 e agregados compactos de 

MDA-MB-231 (Froehlich et al., 2016). A eficiência da técnica ainda depende do 

tipo de fundo do poço e da marca da placa utilizada. Essa classificação nos 

auxilia a identificar as culturas, nomear corretamente e entender as 

características intercelulares. Uma vez estabelecidas, as culturas 

tridimensionais, podem ser submetidas à avaliação de diversos parâmetros, 
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utilizando metodologias conhecidas como: ensaios de viabilidade, RT-PCR, 

imunohistoquímica, imunofluorescência, Western blotting, ensaios de migração 

e co-culturas heterogêneas para avaliar toxicidade de drogas. A interação 

célula-célula, os diferentes microambientes e a resistência inerente aos 

modelos tridimensionais, permitem uma melhor transposição e similaridade dos 

resultados encontrados in vitro para a realidade in vivo. Isto encoraja a 

continuidade dos estudos com modelos in vivo, que demandam mais recursos, 

apoio científico e questões éticas. 

 

Figura 1.10: Classificação das estruturas celulares 3D de acordo com a 
morfologia dos agregados. Adaptado de Froehlich et al., 2016. 
 

1.6 Justificativa para o estudo 

 

No Brasil, as taxas mortalidade do câncer de mama são bastante 

elevadas, muito provavelmente porque as pacientes são diagnosticadas em 

estadios avançados da doença (INCA, 2018). O tratamento padrão para esta 

neoplasia baseia-se na utilização de antraciclinas associadas aos taxanos ou à 

ciclofosfamida e fluorouracil (Burnell et al., 2010). Apesar de serem apropriados 

para o tratamento do câncer de mama, e a despeito dos crescentes avanços 

terapêuticos, ainda se faz necessário o aumento das taxas de sobrevida global 

em pacientes com câncer de mama. Devido a heterogeneidade da doença, que 

pode ser subdivida histologicamente em 4 subtipos, Luminal A, Luminal B, Her-

2 e triplo-negativo, não há aplicabilidade de um protocolo único. Dentre os 

subtipos de câncer de mama, o triplo-negativo acomete cerca de 15% dos 

casos e está associado à maior agressividade, comprometimento de linfonodos 

e menor sobrevida global (Sharma, 2016). Además, a ausência de receptores 

hormonais e Her2 resulta na utilização de protocolos terapêuticos sem 

direcionamento molecular e assim, baseados apenas na quimioterapia. Este 

panorama desfavorável se agrava, principalmente, com o desenvolvimento de 
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resistência a múltiplas drogas, caracterizada por inúmeros e distintos 

mecanismos moleculares. Este fator tem sido apontado como responsável pela 

ineficiência da quimioterapia em cerca de 80 a 90% de pacientes com câncer 

de mama metastático (Longley & Johnson, 2005; Cherdyntseva et al., 2017). A 

quimiorresistência no câncer de mama está associada, dentre vários fatores, à 

superexpressão de proteínas como XIAP, Survivina, FOXM1 e Mcl-1 (Nestal de 

Moraes et al., 2015; Ali et al., 2016).  

Ademais, o tratamento com DOX e DTX tem sido associado ao aumento 

de efeitos colaterais para as pacientes, sendo principalmente evidenciado por 

toxicidade cardíaca e hematológica. Neste contexto, a investigação de novos 

compostos com a finalidade de sobrepujar os mecanismos de resistência, 

agindo de forma eficiente também para os subtipos mais agressivos, bem 

como, apresentando menor toxicidade para células não neoplásicas é de 

extrema importância.  

O composto LQB-223, 11a-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano, vem sendo 

estudado pelo nosso grupo, devido a sua capacidade citotóxica demonstrada 

em células tumorais com diferentes fenótipos de resistência a drogas, como 

células leucêmicas FEPS e Lucena-1. Adicionalmente, o tratamento de 

esplenócitos de camundongos Swiss com LQB-223 resultou em baixa 

toxicidade, demonstrando um efeito seletivo para células tumorais (Buarque et 

al., 2014). Dados preliminares demonstraram que o tratamento baseado no 

composto LQB-223 de células de LMA resistentes à citarabina e células de 

glioblastoma apresentou efeito citotóxico, sobrepujando os mecanismos de 

resistência associados a essas células. Desta forma, justifica-se o estudo do 

LQB-223 como um promissor composto para o tratamento de células tumorais 

de mama, a fim de compreender os seus efeitos e contribuir para o 

desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento e bem-estar de 

pacientes acometidas com essa neoplasia. 

 

 

 

 



36 

 

2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

Investigar os efeitos antitumorais do composto sintético LQB-223 em 

células de câncer de mama. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Avaliar os efeitos citotóxicos do composto LQB-223 em células 

derivadas de câncer de mama apresentando diferentes subtipos 

moleculares; 

 Avaliar os efeitos citotóxicos do composto LQB-223 em células não 

neoplásicas de mama; 

 Identificar os efeitos do composto LQB-223 na distribuição do ciclo 

celular e na modulação da expressão de proteínas relacionadas; 

 Verificar se o composto LQB-223 induz morte celular mediado por 

apoptose nas células de câncer de mama; 

 Avaliar a modulação das proteínas associadas à resistência às drogas 

como potenciais alvos para o tratamento com o composto LQB-223; 

 Avaliar a taxa migratória e a motilidade celular das células de câncer de 

mama mediante o tratamento com o composto LQB-223; 

 Identificar os efeitos do composto LQB-223 na viabilidade celular das 

culturas de câncer de mama em conformação 3D; 

 Verificar os efeitos do composto LQB-223 na migração celular das 

culturas câncer de mama em conformação 3D.  
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Cultura de células 

 

A metodologia empregada para investigar os efeitos do LQB-223 em 

células de mama tem como base a utilização de três linhagens: MCF-7, MDA-

MB-231 e HB4a. A linhagem MCF-7 é derivada de carcinoma de mama ductal 

invasivo, e apresenta o gene TP53 selvagem, com expressão dos receptores 

de estrógeno e progesterona e níveis basais do receptor epidermal Her2/neu 

(Katayose et al., 1995; Nagaraja et al., 2006). A linhagem MDA-MB-231, 

também derivada de carcinoma de mama ductal invasivo, quando comparada 

com a linhagem MCF-7, apresenta um fenótipo mais agressivo e menos 

responsivo às drogas utilizadas no tratamento do câncer de mama (Katayose et 

al., 1995; Nagaraja et al., 2006). Em parte, essas características podem ser 

atribuídas à presença de mutação no gene TP53 e ausência de receptores de 

estrógeno, progesterona e Her2/neu. De acordo com a classificação 

imunohistoquímica utilizada na clínica, essas linhagens correspondem a 

diferentes subtipos, sendo a MCF-7 classificada como Luminal, enquanto que a 

MDA-MB-231 como triplo-negativa. Além das células tumorais, a linhagem 

HB4a foi utilizada para verificar a toxicidade do composto LQB-223 em células 

não neoplásicas de mama. A HB4a é originada de células epiteliais luminais de 

mama e imortalizada usando um vetor retroviral anfotrófico para transduzir o 

recombinante tsA58-U19 do mutante SV40 do gene do antígeno T. Esta 

linhagem apresenta fenótipo negativo para os receptores hormonais de 

estrógeno e progesterona, e níveis basais do receptor Her2 (Stamps et al,. 

1994; Trapé et al., 2012 

As linhagens foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium - Gibco; BRL, UK), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino SFB (Gibco) com adição de penicilina e estreptamicina na concentração 

de 1 µL/mL. A linhagem HB4a foi também suplementada com hidrocortisona e 

insulina a 5 µM. As células foram mantidas em estufa úmida a 37°C e 5% CO2. 

As linhagens foram genotipadas de acordo com os seus perfis STR (Short 
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Tandem Repeats) e monitoradas periodicamente quanto à infecção por 

micoplasma. 

 

3.2 Agentes citotóxicos utilizados no tratamento das linhagens celulares 

 

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do composto 11a-N-

Tosil-5-deoxi-pterocarpano, LQB-223, em células de câncer de mama de 

diferentes subtipos. O composto LQB-223 foi cedido e sintetizado em 

colaboração com o Laboratório de Química Bioorgânica, da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Departamento de Química da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio de Janeiro (PUC-RIO), como descrito por 

Buarque et al. 2014. Para uso, o composto foi diluído em dimetilsulfóxido 

(DMSO), e testado nas concentrações de 1, 2.5, 5, 10, 15 e 20 μM. Como 

controle, o DMSO foi utilizado em concentrações equivalentes ao composto. 

 Para compreender se o LQB-223 apresenta citotoxicidade semelhante 

ou superior ao tratamento usual, parte dos experimentos também foi realizada 

em comparação com os quimioterápicos DTX (Docelibbs®, Libbs) e DOX 

(Rubidox, Bergamo). As drogas foram mantidas à temperatura de -20°C e 

utilizadas nas respectivas concentrações 100 nM e 1 μM (Gewirtz, 1999; 

Hernandez-Vargas et al., 2007).  

 

3.3  Análise das alterações morfológicas induzidas pelo tratamento com 

os compostos LQB-223, DTX e DOX. 

 

Para avaliar possíveis variações morfológicas, as células foram tratadas 

com LQB-223, DTX e DOX por 24, 48 e 72 horas. Ao final de cada tempo, as 

células foram observadas e fotografadas por um microscópio ótico invertido 

(Axio Observer.Z1, Zeiss) com magnificência de 10 x. As imagens são 

representativas de três experimentos independentes. 

 

3.4  Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio de MTT  

 

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide), descrito por Mosmann em 1983, consiste em quantificar as células 
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metabolicamente ativas que estão aptas a incorporar o sal de MTT, reduzindo-

o a cristais de formazan, que apresentam a coloração azul. Com esse ensaio, é 

possível inferir se o tratamento com os diferentes compostos do estudo 

induzem citotoxicidade celular.  

Para avaliar esse efeito, um total de 104 células foram cultivadas em 

placas de 96 poços. Após 24 horas, tempo necessário para a adesão celular, 

as células foram tratadas com LQB-223 nas concentrações de 1, 2.5, 5, 10, 15 

e 20 μM. A DOX foi utilizada na concentração de 1 μM e o DTX, 100 nM. Os 

tempos de exposição a essas drogas foram de 24, 48 e 72 h e, posteriormente, 

as células foram submetidas ao ensaio de MTT.  

Para mensurar a atividade metabólica celular, uma solução contendo o 

MTT 5mg/mL foi adicionada a cada poço e após 3 horas de incubação em 

estufa de CO2 a 37ºC, os cristais de formazan formados pelas células foram 

dissolvidos em DMSO. A placa foi lida em leitor de microplaca (EZ Read 400 

Microplate Reader, Biochrom) no comprimento de onda de 492 nm. As 

concentrações e os experimentos foram feitos em triplicata, e a estatística foi 

realizada considerando o desvio padrão da média de cada experimento 

independente e o valor de p maior ou igual a 0,05. Os valores relativos das 

medidas da absorbância foram normalizados com o controle experimental de 

cada condição. 

 

3.5  Ensaio de Formação de Colônias  

 

O ensaio de formação de colônias, também conhecido como ensaio 

clonogênico. O corante cristal violeta foi utilizado para corar as colônias 

formadas. Esse corante tem afinidade por ácidos nucléicos, corando as células 

tornando possível estimar o crescimento celular.  

Para o experimento, um total de 2 x 103 células foram cultivadas em 

placas de seis poços e após a aderência, as células foram submetidas ao 

tratamento com LQB-223, DTX ou DOX por 24 h. Após esse intervalo, os 

compostos foram removidos e à cultura foi adicionado meio de cultura livre de 

droga. A formação das colônias foi observada até o 14º dia quanto então, 

foram lavadas com PBS (solução salina de fosfato), fixadas em etanol absoluto 
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e coradas com cristal violeta a 0,5%. Após a coloração, as colônias foram 

lavadas com água e mantidas em temperatura ambiente para secagem dos 

poços. Por fim, os cristais foram dissolvidos em ácido acético glacial a 33% e o 

conteúdo mensurado em densidade ótica de 595 nm em leitor de placa (EZ 

Read 400 Microplate Reader, Biochrom). Os valores relativos das medidas da 

absorbância foram normalizados com o controle experimental de cada 

condição. 

 

3.6 Identificação da morte celular por marcação de Anexina V/PI 

 

A fosfatidilseria (FS) presente na face interna da membrana plasmática, 

quando exposta ao espaço extracelular caracteriza um dos eventos da 

apoptose. A Anexina V tem afinidade pela FS, portanto células marcadas com 

Anexina V podem ser classificadas nos estágios iniciais da apoptose (Crowley 

et al., 2016) Em contrapartida, o Iodeto de Propídeo (PI) é um intercalante de 

DNA utilizado como um marcador de morte celular tardia e necrose (Crowley et 

al., 2016). O PI apresenta um elevado peso molecular e, consequentemente, 

intercala-se ao DNA somente quando a membrana plasmática está 

comprometida e permeável (Rieger et al., 2011). A marcação das células com 

Anexina V e Iodeto de Propídeo (PI) permite identificar diferentes tipos de 

morte celular. Para a marcação, as células MCF-7 e MDA-MB-231 foram 

tratadas com LQB-223, DTX ou DOX durante 24, 48 e 72 horas. 

Posteriormente, as células foram submetidas à tripsinização e mantidas em 

PBS/BSA (albumina bovina sérica) a 2% por 30 minutos para restabelecimento 

da membrana plasmática. Após a centrifugação a 2000 rpm durante 5 minutos, 

as células foram incubadas com 5 μg/ml de Anexina V – Alexa Fluor 488 (Life 

Technologies; Carlsbad, California, EUA) e tampão de ligação por 15 minutos. 

Após esse tempo, foi acrescida uma solução de PI (50 μg/ml PI diluído em 

tampão citrato 4mM e 0,3% Triton X-100) na concentração final de 5 μg/mL. A 

fluorescência emitida a partir da Anexina V e PI foi capturada pelo citômetro 

CyAn ADP (Beckman Coulter Inc; Brea, CA, US). O software Summit v4.3 

(Fullerton, CA, US) foi utilizado para análise dos dados.  
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3.7 Análise da distribuição do ciclo celular por quantificação do 

conteúdo de DNA 

 

Para analisar a distribuição das fases do ciclo celular nas linhagens 

MCF-7 e MDA-MB-231, foi realizada a quantificação do conteúdo de DNA. Para 

tal, um total de 5 x 105  células foram tratadas com LQB-223, DTX e DOX por 

24, 48 e 72 h, tripsinizadas e lavadas com PBS. Posteriormente, foram 

centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos e ao pellet formado, foram 

adicionados 500 μL de RNase (ribonuclease A 100 μg/mL diluída em tampão 

citrato 40 mM) e 500 μL da solução de PI. A aquisição das amostras foi 

realizada por citometria de fluxo, utilizando o citômetro CyAn ADP (Beckman 

Coulter Inc; Brea, CA, US) e a análise dos dados foi realizada pelo software 

Summit v4.3 (Fullerton, CA, US).  

 

3.8 Detecção da expressão de proteínas por Western blotting 

 

Para confirmar os resultados obtidos no ensaio de morte celular por 

marcação de Anexina V/PI, foram avaliados os níveis proteicos das pró-

caspases -3, -7 e -9, proteínas envolvidas na cascata apoptótica (Kadam & 

Abhang, 2016). Além disso, com o intuito de identificar possíveis alvos 

moleculares para o LQB-223, foi avaliada a expressão das proteínas p53, 

p21Cip1, XIAP, Survivina, c-IAP1, c-IAP2, Smac/DIABLO, MCL-1, Bcl-2, FOXM1 

e topoisomerases II alfa e II beta. As células foram submetidas ao tratamento 

com LQB-223 durante 0, 8, 24 e 48 horas para a melhor compreensão da 

modulação dessas proteínas. Após o tratamento, as células foram tripsinizadas 

e lavadas com PBS, para obtenção dos pellets. Para a extração das proteínas, 

foi utilizado o Tampão de Extração Celular Invitrogen (Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, MA, US) e a quantificação das proteínas foi realizada com 

o kit Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US), baseado no método de 

Lowry (Lowry et al., 1951).  As amostras foram preparadas utilizando tampão 

de amostra (115 mM Tris-HCl em pH 6.8; 15% SDS; 10% de glicerol; 100 mM 

de 2-β-mercaptoetanol; 0,1% de azul de bromofenol) de forma que ficassem na 

concentração final de 1 µg/ µL. Um total de 30 µg de proteína foi aplicado no 
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gel para posterior corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS/PAGE). 

(do inglês, sodium dodecyl sulfate-poliacrylamide gel electrophoresis). O gel de 

empilhamento apresenta uma trama mais frouxa, com 5% de acrilamida e 

auxilia o nivelamento das amostras. O gel de resolução auxilia na separação 

das proteínas, e apresentou porcentagem de 7, 10 ou 12% de acrilamida, 

dependendo do peso molecular da proteína de interesse. A corrida foi realizada 

por 1 h a 200 V e as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US) durante 2 h a 100 V. A 

membrana foi bloqueada por 2 h com uma solução a 5% de leite em pó 

desnatado diluído em TBS-Tween (10mM Tris-HCl, pH 8,0; 150mM de NaCl; 

0,2% Tween-20) e incubada a 4°C overnight com os anticorpos primários 

(Tabela 3.1). Os anticorpos secundários anti-mouse (1:40000) (GE 

Healthcare®), anti-rabbit (1:40000) (GE Healthcare®), e anti-goat (1:2000), por 

sua vez, foram mantidos em temperatura ambiente por 1 h sob agitação. Para 

a revelação das proteínas, foi utilizado o kit ECL (GE Heathcare Life 

Technologies, Buckinghamshire, Eng) ou Clarity Max™ (Western ECL 

Substrate – BioRad Laboratories, Hercules, CA, US),  e a detecção da 

quimioluminescência foi feita pelo c-Digit (Li-cor Biociences, Lincoln, Nebraska, 

USA). Os anticorpos Hsc70 e β-actina foram utilizados como controle 

constitutivo.  
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Tabela 3.1: Anticorpos primários utilizados na técnica Western blotting 

Anticorpo 
primário 

Peso 
molecular 

Número 
catálogo 

Marca 

Diluição 
em 

TBS/BSA 
2% 

Isotipo 

 
FOXM1 110 kDa sc-502 Santa Cruz 1:500 Rabbit 

XIAP (3B6) 53 kDa 2045S Cell Signaling 1:1000 Rabbit 

c-IAP 1 64 kDa AF8181 R&D Systems 1:2000 Goat 

c-IAP 2 68 kDa AF8171 R&D Systems 1:2000 Goat 

Mcl-1 40 kDa #4572 Cell Signaling 1:1000 Rabbit 

Survivina 16 kDa 2808S Cell Signaling 1:1000 Rabbit 

Bcl-2 26 KDa M0887 
DakoCytomation 

Denmark A/S 
1:1000 Mouse 

p53 53 kDa M7001 
DakoCytomation 

Denmark A/S 
1:500 Rabbit 

Smac/DIABLO 22kDa S0941        Sigma Aldrich 1:500 Rabbit 

p21 21 kDa #2946 Cell Signaling 1:1000 Mouse 

Pró-caspase-3 32 kDa 610322 BD Biosciences 1:1000 Mouse 

Pró-caspase-7 38 kDa MAB823 R&D Systems 1:1000 Mouse 

Pró-caspase-9 46 kDa MAB8301 R&D Systems 1:1000 Mouse 

Hsc70 70 kDa sc-7298 Santa Cruz 1:1000 Mouse 

-actina 42 kDa A2228 Sigma Aldrich 1:1000 Mouse 

 

3.9 Avaliação da migração celular pelo ensaio de wound-healing  

 

As alterações na migração celular induzidas pelo composto LQB-223 em 

células neoplásicas de mama foram avaliadas pelo ensaio de wound-healing. 

Esse ensaio permite avaliar a taxa de migração das células a partir de um risco 

artificial em uma monocamada confluente. Dessa forma, é possível 

acompanhar o padrão de migração das células das extremidades em direção 

ao espaço vazio. 
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Para execução do ensaio, 3 x 105  células foram cultivadas em placas de 

seis poços e mantidas em estufa úmida de CO2 a 37°C por 24 h para adesão à 

placa. Após esse período, o meio de cultura com 10% de SFB foi trocado por 

outro contendo 0,1% de SFB. A utilização de um meio de cultura suplementado 

com menor concentração de SFB teve por objetivo reduzir a taxa proliferativa 

das células. Após 24 h, as feridas foram realizadas com o auxílio de uma 

ponteira de 10 µL. Em cada poço, foram feitas três feridas em diferentes locais, 

o que permitiu a medição de nove pontos de migração na mesma condição 

experimental. Em seguida, os poços foram lavados com PBS e o meio de 

cultura com 0,1% de soro, contendo ou não o composto LQB-223, foi 

adicionado à placa. As placas foram imediatamente fotografadas para que 

fosse registrado o ponto inicial da migração (tempo 0 h). As células foram 

mantidas por 24 h em estufa úmida de CO2 e foram novamente fotografadas. 

As imagens obtidas foram utilizadas para avaliar quantitativamente a distância 

entre as células e consequentemente, a sua taxa de migração. As células 

foram observadas e fotografadas em um microscópio ótico invertido (Axio 

Observer.Z1, Zeiss) com magnificência de 10x. 

A taxa de migração foi calculada a partir de uma razão entre a área da 

borda da ferida (área que continha células) no tempo 24 h e a área encontrada 

em 0 h. Esta razão permitiu mensurar o espaço que fora ocupado pelas células 

no intervalo de 24 h e, portanto, estimar a taxa de migração. As medidas 

referentes à distância entre as células nas extremidades opostas foram obtidas 

através do software ImageJ (NIH - ImageJ 1.49v, Madison, WI, USA). 

 

3.10 Avaliação da proliferação com cristal violeta  

 

Como controle experimental do ensaio wound-healing, foi realizada a 

monitoração da proliferação celular com meio de cultura contendo 0,1% SFB. 

Para isso, foram cultivadas 104 células em cada poço da placa de 96 poços. 

Para comparação, as células foram mantidas em dois grupos de tratamento, 

um contendo 0,1% de SFB e outro, 10% de SFB.  

Após o plaqueamento e adesão, foi feito o tratamento com o LQB-223, 

DTX e DOX. As placas foram fixadas com etanol absoluto e coradas com cristal 
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violeta a 0,05% nos tempo de 0 h (imediatamente após a adesão), 24 e 48 h 

após tratamento com o LQB-223. Após a secagem, o corante foi dissolvido em 

metanol absoluto. A absorbância foi obtida no comprimento de onda 595 nm 

em leitor de placa (EZ Read 400 Microplate Reader, Biochrom).  

 

3.11 Quantificação da motilidade celular pelo ensaio fagocinético de 

ouro coloidal 

 

A motilidade celular avaliada pelo ensaio fagocinético de ouro coloidal, 

permite mensurar a movimentação de uma única célula. A movimentação 

celular é avaliada à medida que as células fagocitam as nanopartículas de ouro 

precipitadas no fundo da placa, dando origem a um rastro, que pode ter a sua 

área quantificada. Para a realização do ensaio, uma placa de 24 poços 

contendo 300 µL de BSA a 1%.foi incubada na estufa de CO2 a 37ºC por 3 h. 

Após a incubação, os poços foram lavados com etanol absoluto e 300 µL de 

uma solução de ouro coloidal foi adicionada. A solução de ouro coloidal foi 

preparada adicionando-se 3,85 mL de H2O estéril, 630 uL de 14,5 mM AuHCl4   

e 2,1 mL de 36,5 mM Na2CO3 e levada ao banho-maria a 100ºC por 5 minutos 

ou até ferver. Após a fervura, foram adicionados 630 uL de 0,1 % formaldeído. 

A adição do formaldeído promove a precipitação das nanopartículas de ouro, 

formando um tapete uniforme nos poços após o plaqueamento. A placa 

contendo a solução de ouro foi mantida na estufa de CO2 a 37ºC por 24 h. Em 

seguida, foram plaqueadas 2 x 103 células por poço com meio de cultura 

contendo 10% de SFB. Após a adesão, foi adicionado o meio de cultura 

contendo 0,1% de SFB para evitar a proliferação e as células foram tratadas 

com 20 µM DMSO, 5 e 20 µM LQB-223 e 1 µM de DOX. Após o tratamento, as 

células foram mantidas por 20 h na estufa de CO2 a 37ºC, para posteriormente 

serem fotografadas e terem o rasto quantificado. Os rastros foram fotografados 

no microscópio ótico (Nikon Eclipse TS100) e câmera fotográfica digital 

acoplada ao microscópio (Digital Sight DS-2 Mv, Nikon) e quantificados por 

auxílio do software ImageJ (NIH). Um total de 20 rastros, por condição 

experimental, foram escolhidos aleatoriamente para a quantificação e as 

medianas das medidas foram plotadas em gráfico de dispersão. 
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3.12 Formação de culturas celulares em conformação 3D 

 

Evidências recentes sugerem que culturas celulares 3D são os mais 

eficientes métodos in vitro para avaliação de toxicidade de drogas, pois se 

apresentam na interface de complexidade entre cultura em monocamada e 

experimentos in vivo (Friedrich et al., 2009, Mazzoleni et al., 2009). Os modelos 

tridimensionais apresentam protocolos econômicos para estudos pré-clínicos 

de desenvolvimento de novos compostos visando o tratamento de tumores 

sólidos. Permite ainda mensurar o efeito de compostos sobre a proliferação, 

migração, invasão e angiogênese tumoral (Friedrich  et al., 2007, Vinci et al., 

2012). Assim, o desenvolvimento de culturas 3D utilizando as linhagens do 

estudo foi de grande importância para a compreensão do efeito citotóxico do 

LQB-223 na conformação tridimensional, tal qual um tumor sólido.  

Para a obtenção dessas culturas celulares, uma solução contendo 1,5% 

de agarose diluída em água foi utilizada para cobrir os poços da placa de 96 

poços. A agarose apresenta componentes que não permitem aderência das 

células ao substrato, favorecendo a interação célula-célula, originando um 

agregado celular ou esferóide. Para a obtenção de estruturas 3D com diâmetro 

variando entre 300 e 500 µM, como preconizado na literatura (Froehlich et al., 

2016), foram plaqueadas 2000 e 6000 células por poço para as linhagens 

MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente. As placas foram submetidas à 

centrifugação a 2000 rpm por 5 min e  as células foram mantidas por 72 h em 

estufa úmida de CO2 a 37°C, tempo estabelecido para a formação dos 

agregados celulares. Posteriormente, as estruturas tridimensionais foram 

tratadas com LQB-223 nas concentrações de 5 e 20, µM e DOX a 1 µM por 9 

dias, com troca parcial do meio de cultura contendo o tratamento no quinto dia 

(Figura 3.1). No quinto dia, 100 µL do meio de cultura (metade do volume 

inicial) foi descartada e a mesma quatidade foi adicionada a cada poço 

contendo a metade da concentração do tratamento inicial.  A morfologia das 

culturas 3D foi periodicamente avaliada utilizando microscópio ótico (Nikon 

Eclipse TS100) e câmera fotográfica digital acoplada (Digital Sight DS-2 Mv, 

Nikon). Os registros foram realizados nos dias 0, 1, 5 e 9 após o tratamento 
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com o LQB-223 e DOX e as condições de tratamento foram realizadas em oito 

réplicas. 

 

3.13 Avaliação do volume de culturas celulares em conformação 3D  

 

Para avaliar quantitativamente o crescimento das culturas após o 

tratamento com LQB-223, foi medido o volume das culturas a partir das 

imagens obtidas nos dias 0, 1, 5 e 9 (Figura 3.1). Com auxílio do software 

ImageJ (NIH) o valor referente ao volume dos esferóides foi obtido a partir da 

fórmula: 4/3*PI()*x^3. Para obtenção do valor relativo do volume dos esferóides 

em cada condição, foram utilizadas 8 replicatas. A avaliação do crescimento 

dos esferóides foi obtida por uma razão entre os dias de tratamento e o dia 0. 

O resultado final foi expresso em valores relativos de pixels encontrados em 

cada imagem. 

 

Figura 3.1: Desenho experimental representando a avaliação da 
viabilidade e volume das culturas celulares em conformação 3D mediante 
o tratamento com o LQB-223 ao longo dos dias. O plaqueamento das 
células em agarose foi realizado 72 h (dia -3) antes do tratamento das 
estruturas com o composto LQB-223 e doxorrubicina (DOX) (dia 0). Nos dias 0, 
1, 5 e 9, foram obtidas imagens fotográficas para avaliação do crescimento das 
culturas. Após 9 dias de tratamento com o LQB-223 (dia 9), foi feita a dosagem 
da fosfatase ácida (APH) para avaliação da viabilidade das estruturas 
tridimensionais.  

 

3.14 Avaliação de viabilidade celular em cultura 3D através da dosagem 

da enzima fosfatase ácida (APH) 
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O ensaio da fosfatase ácida (APH) foi utilizado para avaliar a viabilidade 

celular em culturas 3D após o tratamento com os compostos. A APH pertence 

a um grupo de isoenzimas intracelulares que estão ativas em pH entre 4,5 e 7, 

e catalisam a hidrólise do éster (p-nitrofenil) em álcool (p-nitrofenol) (Figura 

3.2)   

 

Figura 3.2: Atividade da fosfatase ácida na conversão de p-nitrofenil 
fosfato em p-nitrofenol. A catálise ocorre em pH 4,8 e após adição de NaOH, 
a reação é cessada e um composto de coloração amarelada (p-nitrofenolato) é 
formado.  
 

Para realizar este teste, as células foram plaqueadas e mantidas em 

cultura por três dias para formação das estruturas tridimensionais. No dia 0 

(Figura 3.1), as células foram tratadas com LQB-223 e DOX e mantidas em 

tratamento por nove dias para avaliação da atividade de APH (Figura 3.2).  

Para dosagem do APH, os esferóides foram transferidos para uma placa 

de 96 poços sem agarose e centrifugados a 2000 rpm por 3 minutos, o 

sobrenadante foi desprezado e os esferóides lavados com PBS. A lavagem foi 

repetida e em seguida, foram adicionados 100 µL de PBS e 100 µL de uma 

solução contendo 0,1 M acetato de sódio e 0,1% Triton X-100 (Sigma Aldrich, 

St. Louis, Missouri, EUA) e fosfato de 4-nitrofenila (Sigma Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA), na concentração de 2 mg/mL em pH 4,8. A placa foi mantida 

ao abrigo da luz durante 1,5 h na estufa de CO2 a 37ºC, previamente à adição 

de 10 µL de 1 N NaOH  aos poços. A adição da base, além de interromper a 
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reação, permite que o radical hidroxila (OH) se ligue ao p-nitrofenil, formando 

um composto (p-nitrofenolato) de coloração amarela, que pode ser capturada a 

405 nm em leitora de placa (EZ Read 400 Microplate Reader – Biochrom). 

 

3.15 Avaliação da migração de culturas celulares em conformação 3D 

pelo método de migração em gelatina 

 

Para avaliação da migração das células em conformação tridimensional, 

foram adicionados 300 µL de gelatina de pele de porco (Sigma-Aldrich) 0,1% 

diluída em água a uma placa de 24 poços. A placa foi mantida na estufa de 

CO2 a 37ºC por 45 minutos, permitindo a formação de uma película fina de 

gelatina. Após este tempo, o excesso de gelatina foi removido e as estruturas 

tridimensionais, pré-formadas (conforme descrito no Item 3.13), foram 

adicionadas a cada poço. Após o tratamento com DMSO, LQB-223 ou DOX, o 

perfil de migração foi acompanhado durante 24, 48 e 72 horas. Os 

experimentos foram realizados com meio de cultura contendo 2% de SFB para 

minimizar os efeitos de proliferação celular. À medida que as células migram na 

gelatina, um halo de células espalhadas e aderidas à gelatina é formado, cuja 

área pode ser medida por ferramentas de imagem. Para a quantificação da 

migração, o registro fotográfico foi feito nos tempos estabelecidos utilizando 

microscópio ótico (Nikon Eclipse TS100) e câmera fotográfica digital acoplada 

(Digital Sight DS-2 Mv, Nikon). A análise das medidas dos halos foi realizada 

utilizando o software ImageJ (NIH) e a taxa de migração foi calculada por uma 

razão entre 24 h / 0h e 48 h / 0 h.  

 

3.16 Análises estatísticas  

 

A análise estatística dos resultados foi realizada com o auxílio do 

software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). Para 

comparar a diferença entre as médias de grupos, utilizamos o teste T Student’s 

ou One-way ANOVA seguido pelo pós-teste Bonferroni para avaliação das 

médias, e Teste Wilcoxon para medianas. Foi considerado um intervalo de 

confiança de 95% e valor de p < 0.05 estatisticamente significativo. 
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4. Desenho Experimental 

Investigação da atividade antitumoral do composto sintético 

LQB-223 em linhagens de câncer de mama

Estudo in vitro com as 

linhagens

Tratamento com 

LQB-223, DTX e DOX

Cultura em 

monocamada

Cultura 3D

Viabilidade celular 

Distribuição de fases 

do ciclo celular

Formação de colônias

Motilidade celular

Migração celular
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Migração celular em 

gelatina

MCF-7
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MDA-MB-231

Indução de morte celular

Avaliação de proteínas 

relacionadas a 
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Figura 4.1: Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo. 
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5. Resultados  

 

5.1  O composto LQB-223 possui efeito citotóxico para as células 

tumorais MCF-7 e MDA-MB-231.  

 

Apesar de eficiente no tratamento do câncer de mama, os 

quimioterápicos DTX e DOX apresentam importantes efeitos tóxicos para as 

pacientes (Murtagh et al., 2016; Panis et. al, 2011). Ademais, a resistência a 

múltiplas drogas representa um importante aspecto para a ineficiência do 

tratamento (Wang et al., 2011; Wang et al., 2014). Desta forma, novos 

compostos com a finalidade de sobrepujar os mecanismos de resistência, bem 

como induzir toxicidade para células tumorais apresentando baixa toxicidade 

para células não neoplásicas têm se tornado interessantes alvos de estudos, 

visando melhorar a qualidade de vida das pacientes em tratamento 

quimioterápico. Neste contexto, nosso laboratório vem estudando promissores 

compostos sintéticos, dentre eles o LQB-223. Estudos recentes demonstraram 

que o LQB-223 induziu toxicidade para células leucêmicas e reduzido efeito 

tóxico para células não neoplásicas (Buarque et al., 2014). 

Dessa forma, a primeira pergunta do nosso estudo foi investigar se o 

composto LQB-223 apresentaria citotoxicidade para células derivadas de 

câncer de mama. Assim, realizamos o ensaio de MTT e observamos que o 

tratamento com LQB-223 reduziu a formação dos cristais de formazan (Figura 

5.1a e 5.1b). Para a linhagem MCF-7, a exposição durante 48 h na 

concentração de 5 μM de LQB-223, resultou na redução de cerca de 20% na 

absorbância, quando comparado com o controle de células não tratadas (CTR) 

ou com DMSO (p<0.01). Após 48 h o tratamento com 20 μM de LQB-223 

apresentou redução de 40% (p<0.001) (Figura 5.1a). O efeito se manteve no 

tempo de 72 h para concentrações a partir de 5 μM. Para a linhagem MDA-MB-

231, o tratamento com 20 μM de LQB-223 após 72 h de exposição, apresentou 

percentuais próximos a 40% de redução na absorbância (p<0,01) (Figura 5.1b).  

Além do tratamento com LQB-223, as células foram tratadas com 100 

nM de DTX e 1 μM de DOX (Gewirtz, 1999; Hernández-Vargas et al., 2007). 

Para a linhagem MCF-7, ambos os quimioterápicos apresentaram efeito a partir 
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de 24 h, e para a linhagem MDA-MB-231, o efeito mais pronunciado foi 

observado somente em 72 h (Figura 5.1a e 5.1b).  

Posteriormente, confirmamos a citotoxicidade induzida pelo LQB-223 

pela avaliação da formação de colônias, onde foi verificado que o tratamento 

com LQB-223 reduziu o potencial de formação de colônias quando comparado 

com os pontos CTR e DMSO (Figura 5.2a e 5.2b). O LQB-223 ocasionou 

redução de 50% da clonogenicidade para ambas as linhagens. 

 Corroborando com os dados obtidos no ensaio de MTT e clonogênico, 

foram observadas alterações morfológicas nas células MCF-7 e MDA-MB-231 

mediante o tratamento com LQB-223 por 48 h. O efeito foi verificado nas 

concentrações de 5 e 20 μM para MCF-7 e 20 μM para MDA-MB-231 (Figura 

5.3 e 5.4). Esses resultados apontam para uma indução de toxicidade pelo 

composto LQB-223 em células derivadas de câncer de mama. 
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Figura 5.1: Alterações na viabilidade celular induzidas pelo composto 

LQB-223 nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231. As células MCF-7 

(a) e MDA-MB-231 (b) foram cultivadas em placas de 96 poços e, após 24 h de 

adesão, foram expostas a diferentes concentrações de LQB-223, 100 nM de 

DTX e 1 µM DOX durante 24, 48 e 72h. A análise da viabilidade celular foi 

realizada pelo ensaio de MTT e a leitura foi feita a 570 nm. As células tratadas 

foram comparadas com o controle de células não tratadas. O gráfico 

corresponde às médias e desvio padrão de três experimentos independentes. 

(Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente 

significativo). CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; 

Docetaxel, DOX; Doxorrubicina. 
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Figura 5.2: Alterações no padrão de formação de colônias mediante o 

tratamento com LQB-223 nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231. 

As células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram plaqueadas e, após 24 h de 

adesão, foram expostas a 5 e 20 µM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 µM 

DOX. Após 24 h de exposição aos compostos, foi adicionado meio sem droga e 

as células foram mantidas em cultura por cerca de 14 dias. Após formação das 

colônias, as células foram fixadas e coradas com cristal violeta para posterior 

dissolução em ácido acético a 33 % e a leitura foi feita em 595 nm. Os gráficos 

são representativos de três experimentos independentes. (Teste t student; 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo). 

CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; 

Doxorrubicina. 
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Figura 5.3: Alterações morfológicas na linhagem MCF-7 após o tratamento 

com LQB-223. As células MCF-7 foram plaqueadas e após 24 h de adesão, 

foram expostas a 5 e 20 µM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 µM de DOX. 

Após 48 h de exposição aos compostos, fotomicrografias foram feitas para 

análise das alterações morfológicas induzidas pelos tratamentos. As imagens 

foram obtidas em um microscópio ótico invertido e são representativas de três 

experimentos independentes. CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil 

sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina. 
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Figura 5.4: Alterações morfológicas na linhagem MDA-MB-231 após o 

tratamento com LQB-223. As células MDA-MB-231 foram plaqueadas e após 

24 h de adesão, foram expostas a 5 e 20 µM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 

µM de DOX. Após 48 h de exposição aos compostos, fotomicrografias foram 

feitas para análise das alterações morfológicas induzidas pelos tratamentos. As 

imagens foram obtidas em um microscópio ótico invertido e são representativas 

de três experimentos independentes. CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil 

sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina. 
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5.2  O composto LQB-223 induz toxicidade inferior aos quimioterápicos 

DOX e DTX na linhagem de mama não neoplásica HB4a 

 

 A quimioterapia utilizada na clínica apresenta toxicidade para células 

saudáveis de pacientes com câncer de mama. As antraciclinas, como a DOX, 

contribuem para indução de cardiotoxicidade nessas pacientes, e os taxanos, 

como DTX, podem induzir um quadro de severa anemia, neutropenia e 

trombocitopenia (Murtagh et al., 2016; Panis et. al, 2011). Desta forma, a busca 

por novos compostos que sejam menos tóxicos para os pacientes é de extrema 

importância. Tendo em vista que o tratamento de células saudáveis do sistema 

imune de humanos e camundongos não apresentou toxicidade mediante o 

tratamento com LQB-223 (Buarque et al., 2014), o próximo passo foi avaliar os 

efeitos do tratamento em células não-neoplásicas de mama. E para tanto, 

células HB4a, originalmente extraídas da mama adjacente de uma paciente 

portadora de câncer de mama (Stamps et al,. 1994), foram utilizadas. 

Com base no ensaio de MTT, foi verificado que o tratamento com 5 e 20 

μM de LQB-223 não apresentou toxicidade para a linhagem HB4a em nenhum 

dos tempos de exposição avaliados. Em contrapartida, o tratamento com 100 

nM de DTX induziu redução da metabolização de sais de MTT a partir de 48 h 

de tratamento (p<0.001) e 1 μM de DOX induziu significativa redução a partir 

de 24 h (p<0.01) (Figura 5.5a). Foi também avaliada a capacidade de formação 

de colônias mediante o tratamento com 5 e 20 μM de LQB-223, 100 nM de 

DTX e 1 μM DOX e foi verificado que o tratamento levou à diminuição na 

formação de colônias em todas as concentrações testadas. Entretanto, o 

tratamento com DOX e DTX induziu efeito mais pronunciado na redução do 

padrão de formação de colônias que o LQB-223 (Figura 5.5b). Ainda para 

verificar o efeito citotóxico do LQB-223, foi avaliada a morfologia das células 

HB4a após 48 h de exposição ao composto e foi observada uma alteração 

mediante o tratamento com LQB-223 nas concentrações de 5 e 20 μM (Figura 

5.6). Assim como nos outros ensaios, os efeitos de toxicidade foram inferiores 

aos induzidos pela DOX e DTX, sugerindo que o composto possa apresentar 

efeito preferencial para células neoplásicas. 
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Figura 5.5: Alterações na viabilidade celular e formação de colônias 
induzidas pelo LQB-223 na linhagem celular não neoplásica HB4a. As 
células HB4a foram plaqueadas em placas de 96 poços e, após 24 h de 
adesão, foram expostas a 5 e 20 µM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 µM DOX 
durante 24, 48 e 72h A análise da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio 
de MTT e a leitura foi feita a 570 nm. As células tratadas foram comparadas 
com o controle de células não tratadas (a). Para avaliação da formação de 
colônias as células HB4a foram foram plaqueadas e após 24 h de adesão, 
foram expostas a 5 e 20 µM de LQB-223, DTX na concentração de 100 nM e 
DOX a 1 µM. Após 24 h de exposição aos compostos, foi adicionado meio sem 
droga e as células foram mantidas em cultura por cerca de 14 dias. Após 
formação das colônias, as células foram fixadas e coradas com cristal violeta 
para posterior dissolução em ácido acético 33 % e leitura em 595 nm (b). Os 
gráficos são representativos de três experimentos independentes. Os dados 
obtidos após o tratamento com LQB-223 foram comparados com o tratamento 
com DMSO, que é utilizado cmo veículo para diluição do LQB-223. Os demais 
tratamentos, DTX e DOX foram comparados com o ponto CTR. Além dessas 
comparações, foram analisadas as diferenças entre os tratamentos, LQB-223 e 
DTX e DOX, que estão representadas com asteriscos sobre os colchetes. 
(Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente 
significativo). CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; 
Docetaxel, DOX; Doxorrubicina. 
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Figura 5.6: Alterações morfológicas na linhagem HB4a após exposição ao 
LQB-223. As células HB4a  foram plaqueadas e, após 24 h de adesão, foram 
expostas a 5 e 20 µM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 µM de DOX. Após 48  h 
de exposição aos compostos, foram feitas fotomicrografias para análise das 
alterações morfológicas induzidas pelos tratamentos. As imagens foram obtidas 
em um microscópio ótico invertido (Axio Observer.Z1, Zeiss) e são 
representativas de três experimentos independentes. CTR; células não 
tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina. 
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5.3 O composto LQB-223 altera o perfil do ciclo celular, causando um 

arresto em G2/M nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. 

  

O próximo passo do trabalho foi avaliar se o tratamento com LQB-223 

estaria alterando a distribuição no ciclo celular das linhagens MCF-7 e MDA-

MB-231. Assim, foi analisada a distribuição do ciclo celular a partir do conteúdo 

de DNA por incorporação de PI. Para a linhagem MCF-7, o tratamento com 5 

μM de LQB-223 em 24 h resultou em parada no ciclo celular na fase G2/M com 

um percentual de 60% (Figura 5.7a). Este efeito também foi observado em 48 h 

de tratamento, entretanto, após 72 h, o percentual de células paradas em G2/M 

diminuiu para 30%, enquanto que em G1 aumentou 35% com relação ao tempo 

de 48 h. Não foi observado aumento de fragmentação de DNA nessa 

concentração (Figura 5.7a). Quando as células foram tratadas com 20 μM de 

LQB-223, houve parada com cerca de 50% de células em G2/M e se manteve 

até 72 h de tratamento. Houve também nesta condição um aumento de células 

em sub-G0, fase que reflete o conteúdo hipodiplóide característico de 

fragmentação do DNA. Em comparação, o tratamento com 100 nM de DTX 

também resultou em aumento de fragmentação. Para a linhagem MDA-MB-231 

não foi observada alteração no percentual de fragmentação. 

 De forma semelhante, o tratamento com 20 μM de LQB-223 induziu 

parada no ciclo celular da linhagem MDA-MB-231 após 72 h de exposição, 

exibindo aproximadamente 65% de células paradas em G2/M. Ao longo de 48 

e 72 h de tratamento, o percentual de células paradas reduziu para 40 e 30%, 

respectivamente. O mesmo perfil de distribuição de fases foi observado após o 

tratamento com 100 nM de DTX (Figura 5.7b). Também foi observado que o 

tratamento em tempos mais prolongados, 48 e 72 h, resulta na presença de 

células hiperdiploides (Figura 5.7b). O tratamento com 1 μM de DOX resultou 

em uma distribuição mais heterogênea para ambas as linhagens (Figuras 5.7a 

e 5.7b).  

 O próximo passo do estudo foi investigar o perfil de expressão de 

proteínas diretamente envolvidas com a regulação do ciclo celular: p53 e p21. 

Ambas são importantes proteínas reguladoras do ciclo celular e que estão 

envolvidas no reparo de células nos pontos de checagem referentes a G2/M 
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(Wang et al., 2015). A p53 regula a expressão de p21 em resposta a um dano 

celular resultando na parada do ciclo celular (Prives, 1993). Assim, observamos 

que o tratamento com 5 e 20 μM de LQB-223 modulou os níveis protéicos de 

p53 e p21 nas células MCF-7, gradativamente nos tempos de 48 e 72 h (Figura 

5.8a). Diferentemente, não ocorreu modulação da expressão de p53 e p21 nas 

células MDA-MB-231 (Figura 5.8b), que apresentam mutação no gene TP53. 

As células MDA-MB-231 apresentam a proteína funcional p73, que pode 

assumir parcialmente as funções da p53, ou quando esta se apresenta não 

funcional (Vayssade et al., 2005; Huang et al., 2017). Estes dados sugerem 

que a parada no ciclo celular na fase G2/M mediante o tratamento com LQB-

223 pode ocorrer de forma independente da expressão ou funcionalidade da 

proteína p53.     

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 

 

a

Iodeto de propídio - Área

E
v
e

n
to

s

48 h

72 h

24 h CTR DMSO 5 µM LQB-223 20 µM LQB-223 1 µM DOX100 nM DTX   

SubG0/G1

G1

S

G2/M

1

69

13

17

SubG0/G1

G1

S

G2/M

1

68

14

17

10

5

6

79

1

83

6

10

11

6

6

77

3

80

9

8

8

40

10

42

22

9

8

61

14

6

8

72

4

33

11

52

SubG0/G1

G1

S

G2/M

MCF-7

MDA-MB-231

0

69

15

16

0

71

13

16

24 h CTR DMSO 20 µM LQB-223 1 µM DOX100 nM DTX

5

8

8

79

2

4

4

90

2

65

16

18

0

84

6

10

0

81

8

11

1

2

1

51

1

2

1

52

3

35

32

30

5

32

31

32

5

6

7

82

4

3

3

33

2

86

3

9

1

86

5

8

48 h

72 h

E
v
e

n
to

s

SubG0/G1

G1

S

G2/M

SubG0/G1

G1

S

G2/M

SubG0/G1

G1

S

G2/M

b

Iodeto de Propídio - Área

1

55

17

27

0

56

19

25

9

7

5

79

3

4

3

90

1

39

13

47

3

2

3

92

10

6

7

77

2

33

13

52

 

Figura 5.7: Efeito do LQB-223 na distribuição de fases do ciclo celular das 

linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. As células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) 

foram plaqueadas e após 24 h de adesão, foram expostas a 5 e 20 µM de LQB-

223, 100 nM de DTX e 1 µM de DOX. Após 24, 48 e 72 h de exposição aos 

compostos, as células foram tripsinizadas, marcadas com PI e tiveram o seu 

contéudo de DNA examinado por citometria de fluxo. Os histogramas são 

representativos de três experimentos independentes. As setas apontam para 

populações com conteúdo de DNA hiperplóide. CTR; células não tratadas, 

DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.  

 

 

 



63 

 

p53

p21

β-actina

48 h 72 h

CTR  DMSO

LQB-223; µM

53 kDa

21 kDa

42 kDa

p21

48h 72h

CTR    DMSO         

20µM

LQB-223

21 kDa

42 kDa

β-actina

p53

42 kDa

53 kDa

b

a MCF-7

MDA-MB-231

β-actina

CTR    DMSO         

20µM

LQB-223

5      20 CTR  DMSO

LQB-223; µM

5      20 

 

Figura 5.8: Avaliação dos níveis protéicos de p53 e p21 após exposição 

das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 ao composto LQB-223. As linhagens 

celulares MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram expostas a 5 e 20 µM de LQB-

223 durante 48 e 72 h e então, tiveram suas proteínas extraídas e avaliadas 

quanto à expressão de p53 e p21 por Western blotting. A extração das 

proteínas foi realizada através do tampão de extração Invitrogen®. A β-actina 

foi utilizada como controle constitutivo das proteínas. Os blots são 

representativos de três experimentos independentes. CTR; células não 

tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido.  

 

5.4 O tratamento com o composto LQB-223 induz morte celular mediada 

por caspases nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. 

 

 Para investigar o tipo de morte induzida pelo tratamento com o LQB-223, 

as células MCF-7 e MDA-MB-231 foram submetidas à marcação de anexina 

V/PI. Para a linhagem MCF-7, a exposição a 5 e 20 μM de LQB-223 induziu 

cerca de 20% de células com anexina V após 72 h de tratamento com relação 

ao CTR (Figura 5.9a). Este ensaio representa um indicativo de morte celular 

por apoptose, entretanto, para melhor evidenciar esse efeito, foram avaliados 
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os níveis proteicos das procaspases -7 e -9. Após 48 h de tratamento com 5 e 

20 μM de LQB-223, foi observada redução dos níveis de ambas procaspases 

(Figura 5.9b). A avaliação dos mesmos parâmetros para a linhagem MDA-MB-

231 resultou em um padrão de efeito muito semelhante ao observado na MCF-

7. Para a linhagem MDA-MB-231, o tratamento com 20 μM de LQB-223 induziu 

aumento de 15% de células marcadas com anexina V após 48 h quando 

comparado com o CTR. Após 72 h de tratamento, a quantidade de células 

marcadas com anexina V aumentou para 20% (Figura 5.10a). O tratamento 

com 20 μM de LQB-223 resultou em diminuição dos níveis proteicos das 

procaspases -3 e -7 (Figura 5.10b). A caspase 3 é a pricipal caspase efetora, 

envolvida na ativação da apoptose (Zamaraev et al., 2017). As procaspases 

representam formas inativas das caspases, e são ativadas mediante clivagem 

proteolítica, dando origem às caspases (Parrish et al., 2013). Devido à 

diminuição das procaspases, sugere-se que o tratamento induziu a ativação de 

caspases de diferentes classes: efetora, com ativação da caspase 7 ou 3; e 

iniciadora, a caspase 9 (Kumar, 1999; Zamaraev et al., 2017). A partir da 

ativação dessas caspases, pode-se inferir que houve desencadeamento da via 

intrínseca da apoptose (Ow et al., 2008). 
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Figura 5.9: Alterações no perfil de marcação de anexina V/PI e expressão 
das procaspases -7 e -9  mediante o tratamento da linhagem celular MCF-
7 com o composto LQB-223. A linhagem celular MCF-7 foi exposta a 5 e 20 
µM de LQB-223 durante 24, 48 e 72 h e submetida ao protocolo de marcação 
de anexina V/PI. Foram quantificadas as células marcadas positivamente com 
anexina V. Os histogramas e os gráficos são representativos de três 
experimentos independentes (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 
considerado estatisticamente significativo) (a). Para avaliação das procaspases 
-7 e -9, a linhagem MCF-7 foi exposta a 5 e 20 µM de LQB-223 durante 48 h. A 
extração das proteínas foi realizada  através do tampão de extração Invitrogen® 

e a análise da expressão feita por Western blotting. A β-actina foi utilizada 
como controle constitutivo das proteínas (b). CTR; células não tratadas, DMSO; 
dimetil sulfóxido. 
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Figura 5.10: Alterações no perfil de marcação de anexina V/PI e expressão 
das procaspases -3 e -7 mediante o tratamento da linhagem celular MDA-
MB-231 com o composto LQB-223. A linhagem celular MDA-MB-231 foi 
exposta a 20 µM de LQB-223 durante 24, 48 e 72 h e submetida ao protocolo 
de marcação de anexina V/PI. Foram quantificadas as células marcadas 
positivamente com anexina V. Os histogramas e os gráficos são 
representativos de três experimentos independentes (Teste t student; *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo) (a). Para 
avaliação das procaspases -3 e -7  a linhagem MDA-MB-231 foi exposta a 20 
µM de LQB-223 durante 48 h. A extração das proteínas foi realizada através do 
tampão de extração Invitrogen® e a análise da expressão feita por Western 
blotting. A β-actina foi utilizada como controle constitutivo das proteínas (b). 
CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido.  
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5.5 O tratamento com LQB-223 modula a expressão das proteínas FOXM1, 

Mcl-1, XIAP, Survivina e c-IAP1 nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. 

 

Para a investigação dos possíveis mecanismos envolvidos na 

sensibilização das células MCF-7 e MDA-MB-231 pelo LQB-223, foi feito um 

painel de expressão de proteínas envolvidas na resistência à múltiplas drogas. 

Inicialmente, observamos níveis proteicos de FOXM1, cIAP1, c-IAP2, XIAP, 

Survivina e Mcl-1, proteínas envolvidas na maquinaria apoptótica, mais 

elevados na linhagem MDA-MB-231 (Figura 5.11a). A proteína Bcl-2 

apresentou-se mais expressa em MCF-7 e Smac/DIABLO com níveis 

semelhantes para ambas as linhagens (Figura 5.11a)  

 Para identificar se as proteínas acima citadas seriam alvos do 

tratamento com LQB-223, as células MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com LQB-

223 foram submetidas ao protocolo de Western blotting. Foi observado que o 

tratamento reduziu os níveis proteicos de c-IAP1 após 48 h para ambas as 

linhagens, houve também redução na expressão de XIAP após 24 h para MCF-

7 e 8 h para o tratamento da linhagem MDA-MB-231 e também reduziu os 

níveis de Mcl-1 após 8 h de exposição ao LQB-223 para ambas as linhegens 

(Figura 5.11b). De forma importante, houve um aumento pronunciado de 

expressão de Survivina em 24 h para ambas as linhagens e de FOXM1, 

apenas para a linhagem MDA-MB-231 (Figura 5.11b e c). Esses resultados 

sugerem que proteínas envolvidas com a resistência a apoptose são 

diferencialmente moduladas pelo composto LQB-223. 
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Figura 5.11: Expressão de proteínas relacionadas à resistência às drogas 

nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 antes e após o tratamento 

com LQB-223. As linhagens celulares foram submetidas ao protocolo de lise 

para extração de proteínas com tampão Invitrogen® e foram posteriormente 

avaliadas por Western blotting. A expressão basal das isoformas da 

topoisomerase II α e β, do fator de transcrição FOXM1 e das proteínas 

envolvidas com a apoptose Survivina, XIAP, cIAP-1, cIAP-2, Smac/DIABLO, 

MCL1 e Bcl-2 foram comparadas entre as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 (a). 

As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram expostas ao tratamento com 20 µM de 

LQB-223 por 0, 8, 24 e 48 h, quando as proteínas foram extraídas e a 

avaliação da variação da expressão de FOXM1, Survivina, XIAP, cIAP-1 e 

MCL-1 ao longo do tratamento foi realizada (b; c). As proteínas β-actina e 

Hsc70 foram utilizadas como controle constitutivo das proteínas.  

 

5.6 A redução da taxa migratória das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 

ocorreu após exposição ao composto LQB-223.  

 

 Evidências crescentes apontam para a interrelação entre o fenótipo de 

resistência a drogas e a aquisição de características migratórias e invasivas em 

neoplasias (Karlsson et al., 2017). Diante desse contexto, a capacidade 

migratória é um importante evento a ser avaliado, pois células tumorais 

apropriam-se desta estratégia para colonizar diferentes tecidos (Cejalvo et al., 

2017).  
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Para avaliação da migração das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 

mediante o tratamento com 5 e 20 μM de LQB-223 foi realizado o ensaio de 

Wound-healing. Para a linhagem MCF-7, somente a concentração de 20 μM do 

composto acarretou a diminuição da taxa de migração (Figura 5.12 e 5.13a). 

Como controle desse experimento, foi realizada a análise da proliferação 

celular que revelou que a manutenção das células a 0,1% SFB não foi 

acompanhada pela proliferação celular (Figura 5.13b e c). Para a linhagem 

MDA-MB-231 o tratamento com ambas as concentrações de 5 e 20 μM de 

LQB-223 diminuiu, de forma significativa, a taxa de migração após 24 h (Figura 

5.14 e 5.15a). De forma consistente, confirmamos a ausência de alteração nas 

taxas de proliferação das células mantidas por 24 h a 0,1% e 10% de SFB 

(Figura 5.14b e c). Para ambas as linhagens, o tratamento com DTX reduziu a 

taxa migratória e em contrapartida, efeito que não foi observado com o 

tratamento com DOX. Esses dados sugerem que o composto LQB-223 

interfere com a capacidade migratória de ambas as linhagens celulares. Com 

base nesses resultados, observamos que o LQB-223 apresenta efeito similar 

ao DTX para ambas as linhagens. Desta forma, não utilizamos esta droga 

como critério de comparação com o composto LQB-223, para os experimentos 

posteriores. 
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Figura 5.12: Avaliação do padrão de migração celular de células MCF-7 
mediante o tratamento com LQB-223. Para avaliação da migração, foi 
realizado o ensaio de wound-healing, onde as células MCF-7 foram plaqueadas 
em meio DMEM contendo 0,1% de soro fetal bovino (SFB) e, após atingir 
confluência, foram feitas feridas na monocamada com auxílio de uma ponteira 
de 10 µL. Em seguida, as células foram tratadas com 5 e 20 µM de LQB-223, 
100 nM de DTX e 1 µM de DOX e mantidas em cultura por 24 h.  As 
fotomicrografias foram feitas em 0 e 24 h após o tratamento. As imagens são 
representativas de três experimentos independentes. CTR; células não 
tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.  
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Figura 5.13: Avaliação da taxa de migração celular das células MCF-7 
mediante o tratamento com LQB-223. Após a realização das feridas e o 
acompanhamento da migração durante 24 h, a taxa de migração das células 
MCF-7 (a) foi avaliada através da medição da área livre de células, com auxílio 
do software ImageJ. Como controle experimental do ensaio de wound-healing, 
as células tratadas ou não com o LQB-223 foram monitoradas quanto ao perfil 
de proliferação celular em meio contendo 10% (b) e 0,1% de SFB (c). As 
células foram fixadas e coradas com cristal violeta imediatamente após a 
adesão (0h), 24 e 48 h após o tratamento com o LQB-223. A leitura foi 
realizada em 595 nm. Os gráficos são representativos de três experimentos 
independentes. (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado 
estatisticamente significativo). Magnificação: 10 x. CTR; células não tratadas, 
DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.  
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Figura 5.14: Avaliação do padrão de migração celular de células MDA-MB-
231 mediante o tratamento com LQB-223. Para avaliação da migração, foi 
realizado o ensaio de wound-healing, onde as células MDA-MB-231 foram 
plaqueadas em meio DMEM contendo 0,1% de soro fetal bovino (SFB) e, após 
atingir confluência, foram feitas feridas na monocamada com auxílio de uma 
ponteira de 10 µL. Em seguida, as células foram tratadas com 5 e 20 µM de 
LQB-223, 100 nM de DTX e 1 µM de DOX e mantidas em cultura por 24 h.  As 
fotomicrografias foram feitas em 0 e 24 h após o tratamento. As imagens são 
representativas de três experimentos independentes. CTR; células não 
tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina. 
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Figura 5.15: Avaliação da taxa de migração celular das células MDA-MB-
231 mediante o tratamento com LQB-223. Após a realização das feridas e o 
acompanhamento da migração durante 24 h, a taxa de migração das células 
MDA-MB-231 (a) foi avaliada através da medição da área livre de células, com 
auxílio do software ImageJ. Como controle experimental do ensaio de wound-
healing, as células tratadas ou não com o LQB-223 foram monitoradas quanto 
ao perfil de proliferação celular em meio contendo 10% (b) e 0,1% de SFB (c). 
As células foram fixadas e coradas com cristal violeta imediatamente após a 
adesão (0h), 24 e 48 h após o tratamento com o LQB-223. A leitura foi 
realizada em 595 nm. Os gráficos são representativos de três experimentos 
independentes. (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado 
estatisticamente significativo). Magnificação: 10 x. CTR; células não tratadas, 
DMSO; dimetil sulfóxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina. 

 

5.7 O tratamento com LQB-223 reduz a motilidade celular das linhagens 

MCF-7 e MDA-MB-231  

 

 A motilidade celular é uma das características das células tumorais que 

permite a locomoção celular (Talmadge et al., 2010). Este evento é 

imprescindível para a invasão celular através da membrana basal, iniciando a 

cascata metastática mediada por fatores de transcrição e proteínas como TGF-
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β, MMP-2 e VEGF (Wells et al., 2013; Xu et al., 2018). Fatores associados à 

motilidade têm sido classificados como quimiocinéticos e quimiotáticos, 

determinando a direção da migração celular (Albrecht-Buehler, 1977; Liotta et 

al., 1986). Dentre estes fatores que levam à motilidade das células estão a 

regulação das quinases, como por exemplo, MAP2K4 (mitogen-activated 

protein kinase 4) (Xu et al., 2018). O ensaio fagocinético de ouro coloidal avalia 

a quimiocinese das células, representada pela área do rastro formado por uma 

única célula (Albrecht-Buehler, 1977). 

A partir da mensuração da área do rastro promovido pelas células que 

fagocitaram partículas de ouro coloidal, foi observado que o tratamento com 

LQB-223 reduziu a motilidade de células MCF-7 tratadas com 20 μM de LQB-

223 (Figura 5.16a e b). A linhagem MDA-MB-231 mostrou-se mais sensível ao 

tratamento com LQB-223, reduzindo seu potencial de motilidade com 5 e 20 

μM de LQB-223 (Figura 5.17a e b). De forma notável, o tratamento com DOX 

levou a um aumento da motilidade celular para ambas as linhagens.  
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Figura 5.16: Análise da motilidade celular das linhagens MCF-7 após o 
tratamento com LQB-223. As células MCF-7 foram cultivadas em placas 
cobertas com solução de ouro coloidal e tratadas com 5 e 20 µM LQB-223 e 1 
µM de DOX durante 24 h. A motilidade das células foi monitorada por 
microscópio óptico e a medição do rastro formado por cada célula foi feita com 
auxílio do software ImageJ. As imagens (a) e gráficos (b) representam três 
experimentos independentes. (Teste D’Agostino and Pearson para avaliar a 
distribuição amostral com Wilcoxon como teste de interfência; *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo). CTR; células 
não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DOX; Doxorrubicina.  
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Figura 5.17: Análise da motilidade celular das linhagens MDA-MB-231 
após o tratamento com LQB-223. As células MDA-MB-231 foram cultivadas 
em placas cobertas com solução de ouro coloidal e tratadas com 5 e 20 µM 
LQB-223 e 1 µM de DOX durante 24 h. A motilidade das células foi monitorada 
por microscópio óptico e a medição do rastro formado por cada célula foi feita 
com auxílio do software ImageJ. As imagens (a) e gráficos (b) representam três 
experimentos independentes. (Teste D’Agostino and Pearson para avaliar a 
distribuição amostral com Wilcoxon como teste de interfência; *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo). CTR; células 
não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DOX; Doxorrubicina.  
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5.8 O tratamento com LQB-223 diminui a viabilidade de células MCF-7 e 

MDA-MB-231 em conformação tridimensional.  

 

Para o entendimento e compreensão dos efeitos citotóxicos em tumores 

com a conformação tridimensional, foram padronizadas culturas 3D com as 

células MCF-7 e MDA-MB-231. Para que um aglomerado de células seja 

considerado uma estrutura 3D é necessário que ele apresente entre 300-500 

µm de diâmentro e  possua uma linha na borda, que delimite o seu tamanho 

(Froehlich et al., 2016). Após o plaqueamento e a manutenção em cultura por 

três dias (dia 0), pudemos observar a formação e o padrão de crescimento de 

estruturas 3D em ambas as linhagens, que foram mantidas por nove dias em 

cultura para avaliação dos parâmetros biológicos para toxicidade (Figura 5.18a 

e b). De acordo com a nomemclatura proposta por Froehlich e colaboradores 

em 2016, as células MCF-7 foram capazes de formar esferóides, enquanto as 

células MDA-MB-231 formaram aglomerados celulares compactos (Froehlich et 

al., 2016). Foi observado também, que os esferóides de MCF-7 não tratados 

aumentaram o volume ao longo dos dias, enquanto que os agregados de MDA-

MB-231 não apresentaram aumento (Figura 5.18a e b). 

         Nas concentrações de 5 e 20 μM, o tratamento com LQB-223 preveniu o 

aumento do volume dos esferóides de MCF-7, como avaliado após cinco e 

nove dias (Figura 5.19a e b). Para a linhagem MDA-MB-231, o tratamento com 

20 μM de LQB-223 apresentou uma sutil alteração morfológica após o 9º dia, 

apresentando um agregado com o centro menos compactado (Figura 5.20a). 

Entretanto, não foi possível observar diferença na redução da medida do 

volume.  (Figura 5.20b).  

Para a quantificação da viabilidade celular após o tratamento com LQB-

223, foi feita a dosagem da enzima APH para ambas as linhagens após o 9º 

dia de tratamento. O tratamento dos esferóides de MCF-7 com 5 e 20 μM de 

LQB-223 diminuiu cerca de 60% a viabilidade celular. O tratamento com a DOX 

também induziu citotoxicidade acentuada (Figura 5.21a). Para a linhagem 

MDA-MB-231, o tratamento com 5 e 20 μM de LQB-223 reduziu, 

respectivamente, 20 e 40% da viabilidade celular. Para o tratamento com a 
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DOX, a indução de citotoxicidade nessa linhagem não atingiu significância 

estatística. (Figura 5.21b).  
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Figura 5.18: Padronização de cultura tridimensional (3D) in vitro das 
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Um total de 2000 células MCF-7 (a) e 6000 
MDA-MB-231 (b) foram plaqueadas em placas de 96 poços contendo agarose. 
Após centrifugação a 2000rpm por 2 min e manutenção por 3 dias em cultura, 
foi possível observar a formação de estruturas 3D com diâmetro variando entre 
200 e 500 µM. Após a sua formação, os agregados foram mantidos em cultura 
e o volume foi monitorado ao longo de 10 dias. As fotomicrografias são 
representativas de três experimentos independentes.  
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Figura 5.19: Alterações morfológicas em cultura 3D na linhagem celular 
MCF-7 após o tratamento com o composto LQB-223. As células MCF-7 
foram plaqueadas em agarose, centrifugadas e mantidas em cultura por três 
dias para a obtenção de estruturas 3D. Após formação dos esferóides, foram 
adicionados à placa 5 e 20 µM de LQB-223 e 1 µM DOX. O tratamento foi 
mantido por 10 dias, dentre os quais foram feitas fotomicrografias nos dias: 0, 
1, 5 e 9 para avaliação da morfologia (a) e do volume (b) dos esferóides. Para 
calcular o volume dos esferóides, a área foi medida com o auxílio do software 
ImageJ e foi estabelecida uma relação entre o tamanho observado no dia 0 e 
os dias subsequentes (b). As fotomicrografias e os gráficos são representativos 
de três experimentos independentes. CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil 
sulfóxido, DOX; Doxorrubicina.  
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Figura 5.20: Alterações morfológicas em cultura 3D na linhagem celular 
MDA-MB-231 após o tratamento com o composto LQB-223. As células 
MDA-MB-231 foram plaqueadas em agarose, centrifugadas e mantidas em 
cultura por três dias para a obtenção de estruturas 3D. Após formação dos 
agregados, foram adicionados à placa 5 e 20 µM de LQB-223 e 1 µM DOX. O 
tratamento foi mantido por 10 dias, dentre os quais foram feitas 
fotomicrografias nos dias: 0, 1, 5 e 9 para avaliação da morfologia (a) e do 
volume (b) dos agregados. Para calcular o volume dos agregados, a área foi 
medida com o auxílio do software ImageJ e foi estabelecida uma relação entre 
o tamanho observado no dia 0 e os dias subsequentes (b). As fotomicrografias 
e os gráficos são representativos de três experimentos independentes. CTR; 
células não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DOX; Doxorrubicina. 
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Figura 5.21: Alterações da viabilidade celular induzidas pelo composto 
LQB-223 em culturas 3D das linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231. 
As células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram plaqueadas em placas de 96 
poços e mantidas em estufa para formação das culturas 3D. Após a formação, 
as estruturas foram tratadas com 5 e 20 µM de LQB-223 e 1 µM DOX por 10 
dias, e foram submetidas ao protocolo de dosagem da fosfatase ácida (APH). A 
leitura da absorbância foi feita em 405 nm. As células tratadas foram 
comparadas ao CTR e os valores normalizados para 100%. Os gráficos são 
representativos de três experimentos independentes. (Teste t student; *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo). CTR; células 
não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DOX; Doxorrubicina.  
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5.9 O tratamento com LQB-223 diminui a taxa migratória de células MCF-7 

e MDA-MB-231 em conformação 3D.  

 

Assim como em monocamada, a taxa de migração celular foi avaliada 

em conformação tridimensional. Para a linhagem MCF-7, houve redução na 

medida do halo das células em migração após 72 h na concentração de 5 μM 

de LQB-223. Para o tratamento com 20 μM, houve redução não somente em 

72 h, mas também em 48 h (Figura 5.22 e 24a). Para a linhagem MDA-MB-231, 

a taxa migratória foi avaliada durante 24 e 48 h, pois quando mantida por mais 

tempo, as culturas soltavam-se da gelatina, impossibilitando uma medição 

correta do halo de células em migração. Desta forma, foi verificado que o 

tratamento com 5 μM de LQB-223 reduziu o halo de células em migração em 

48 h e com 20 μM de LQB-223, o efeito foi observado mais precocemente, a 

partir de 24 h (Figura 5.23 e 24b). O tratamento com 1 μM DOX não causou 

efeito na taxa de migração para a linhagem MCF-7, porém para MDA-MB-231, 

resultou na diminuição da migração em 24 e 48 h (Figura 24a e b). Esses 

dados indicam a modulação do perfil migratório pelo composto LQB-223 em 

células de câncer de mama em conformação 3D. 
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Figura 5.22: Avaliação da taxa de migração celular em culturas 3D na 
linhagem MCF-7. As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços 
contendo agarose, centrifugadas e mantidas em estufa por três dias. Após a 
formação, os esferóides foram transferidos para placas de 24 poços cobertos 
com 0,1% gelatina e meio de cultura contendo 2% soro fetal bovino. A taxa de 
migração foi avaliada em 24, 48 e 72 h de tratamento com o composto. As 
fotomicrografias são representativas de três experimentos independentes. 
CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DOX; Doxorrubicina.  
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Figura 5.23: Avaliação da taxa de migração celular em culturas 3D na 
linhagem MDA-MB-231. As células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas 
de 96 poços contendo agarose, centrifugadas e mantidas em estufa por três 
dias. Após formação, os agregados foram transferidos para placas de 24 poços 
cobertos com 0,1% gelatina e meio de cultura contendo 2% soro fetal bovino. A 
taxa de migração foi avaliada em 24 e 48 h de tratamento com o composto. As 
fotomicrografias são representativas de três experimentos independentes. 
CTR; células não tratadas, DMSO; dimetil sulfóxido, DOX; Doxorrubicina.   
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Figura 5.24: Quantificação da taxa de migração celular em culturas 3D das 
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 após o tratamento com LQB-223. As 
células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram plaqueadas em placas de 96 
poços contendo agarose, centrifugadas e mantidas por três dias em cultura. 
Após a formação, as estruturas 3D foram transferidas para placas de 24 poços 
cobertos com 0,1% gelatina e meio de cultura contendo 2% soro fetal bovino e 
expostas à 5 e 20 µM LQB-223 e 1 µM de DOX. A quantificação da migração 
foi realizada com auxílio do software ImageJ (NIH) e a taxa de migração 
calculada com a seguinte formula: Área do halo em 72 h ou 48 h ou 24 h / Área 
do halo em 0 h. A taxa de migração foi avaliada em 24, 48 ou 72 h de 
tratamento com o composto. Os gráficos são representativos de três 
experimentos independentes. (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 
considerado estatisticamente significativo). CTR; células não tratadas, DMSO; 
dimetil sulfóxido, DOX; Doxorrubicina.  
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6. Discussão 

 

O câncer de mama é o tipo tumoral mais incidente entre as mulheres no 

Brasil e no mundo (INCA, 2018; WHO, 2018). Devido à alta incidência e aos 

fatores de resistência ao tratamento quimioterápico, também apresenta altas 

taxas de mortalidade (Longley & Johnson, 2005). Dentre as estratégias para o 

tratamento do câncer de mama, a quimioterapia baseia-se na administração de 

antraciclinas associadas aos taxanos ou à ciclofosfamida e fluorouracil, 

podendo ser utilizada como terapia adjuvante e neoadjuvante (Burnell et al., 

2010). Apesar de adequada para o tratamento de pacientes acometidas com 

câncer de mama, a quimioterapia induz toxicidade para células não tumorais. 

As antraciclinas, como a DOX, contribuem para indução de cardiotoxicidade 

nessas pacientes, e os taxanos, como DTX, podem induzir anemia severa, 

neutropenia e trombocitopenia (Panis et. al, 2011; Murtagh et al., 2016).  

Ademais, a resistência a múltiplas drogas contribui para a ineficiência da 

quimioterapia em cerca de 80 a 90% de pacientes com câncer de mama 

metastático (Wang et al., 2011; Wang et al., 2014; Cherdyntseva et al., 2017). 

Desta forma, a busca por novos compostos com a finalidade de induzir 

toxicidade para células tumorais, sobrepujar os mecanismos de resistência, e 

apresentar baixa toxicidade para células não neoplásicas é de grande 

relevância. Neste contexto, nosso laboratório vem estudando compostos 

sintéticos promissores, dentre eles o LQB-223. Para melhor compreensão dos 

efeitos do LQB-223 no câncer de mama, as células MCF-7 e MDA-MB-231, 

que representam subtipos imunohistoquímicos diferentes, foram utilizadas 

como modelo. O tratamento induziu citotoxicidade para ambas as linhagens, 

como avaliado por ensaios de viabilidade celular de longa (clonogênico) e curta 

(MTT) duração. Comparativamente, a MCF-7 apresentou-se mais sensível ao 

tratamento com LQB-223, DTX e DOX do que a linhagem MDA-MB-231. Ainda 

pôde-se verificar que as células responderam de maneira diferenciada ao 

tratamento, apresentando sensibilidade dependente da concentração e tempo 

de exposição ao LQB-223. A linhagem MCF-7 exibe um fenótipo que 

corresponde ao subtipo Luminal A, caracterizado por ser um subtipo menos 
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agressivo que o subtipo triplo-negativo, representado pela linhagem MDA-MB-

231 (Dunnwald et al., 2007; Dai et al., 2016). 

 Como já descrito, o tratamento com LQB-223 induziu toxicidade em 

diferentes linhagens neoplásicas, como K562 e com fenótipo de resistência, 

K562-Lucena e FEPS (linhagens de leucemia mielóide crônica) (Buarque et al., 

2014). Para avaliar a toxicidade do tratamento com LQB-223 em células não 

neoplásicas de mama, foram utilizadas células HB4a, originalmente isoladas de 

tecido mamário adjacente saudável de uma paciente portadora de câncer de 

mama (Stamps et al,. 1994). Para essas células, o LQB-223 não apresentou 

toxicidade tão significativa quanto aquela observada após o tratamento com 

DTX e DOX. Estes resultados corroboram com dados da literatura que 

demonstraram que o tratamento com 30 nmol/L de DOX induziu a diminuição 

da proliferação de células HB4a após 72 h (Trapé et al., 2012). Para esta 

mesma linhagem, a intensa exposição ao tratamento com DTX ocasionou 

alterações transcricionais no DNA, apresentando superexpressão de genes 

envolvidos na apoptose (dos Santos et al., 2009). Além disso, células de 

esplenócitos (Linfócitos B e T) de camundongos saudáveis Swiss foram 

tratadas com 10 mM de LQB-223, dose bastante superior à utilizada em nosso 

estudo, e foi verificado que a exposição ao composto não apresentou 

toxicidade para essas células (Buarque et al., 2014). Dados do nosso 

laboratório revelaram que a exposição de linfócitos de indivíduos saudáveis a 

20 μM de LQB-223 também não resultou em efeito tóxico, como aferido 

também pelo ensaio de MTT (dados não publicados). Com base nessas 

informações, o tratamento com as drogas comumente usadas na clínica 

oferece toxicidade mais significativa para células não neoplásicas em 

comparação com o tratamento com LQB-223. Assim, podemos sugerir que o 

composto LQB-223 apresenta ação citotóxica preferencial para células 

neoplásicas. 

Previamente a este estudo, foi demonstrado que o tratamento de células 

leucêmicas com LQB-223 induziu parada no ciclo celular na fase G2/M 

(Buarque et al., 2014). As proteínas reguladoras do ciclo celular, como Rb, 

complexos ciclinas-CDKs, têm sido amplamente estudadas, já que estão 

relacionadas com a proliferação tumoral (Alexander et al., 2017). O tratamento 
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das células MCF-7 com 5 µM de LQB-223 levou a um aumento do percentual 

de células em G2/M e após 72 h, em G1. Este efeito pode estar relacionado 

aos mecanismos de reparo aos danos causados pelo LQB-223 em baixas 

concentrações, promovendo um retorno das células ao ciclo celular. Quando as 

células foram tratadas com 20 μM de LQB-223, a parada em G2/M foi também 

observada e se manteve até 72 h. Houve também, nesta condição, um 

aumento de células em sub-G0, fase que reflete o conteúdo de DNA em 

fragmentação. Estes dados corroboram com o observado por Buarque e 

colaboradores em células de leucemia, que permaneceram paradas na fase 

G2/M do ciclo celular após 24 h de incubação com 2,5 μM de LQB-223. Com 

percentuais acerca de 35%, as células paradas em G2/M mantiveram o perfil 

por 48 h, sendo que em 72 h, foi observada massiva fragmentação, com mais 

de 30% de células (Buarque et al., 2014). De forma semelhante, o tratamento 

com 20 μM de LQB-223 apresentou parada no ciclo celular da linhagem MDA-

MB-231, exibindo aproximadamente 65% de células paradas em G2/M. Ao 

longo de 48 e 72 h de tratamento, o percentual de células paradas reduziu para 

40 e 30%, respectivamente. O mesmo perfil de distribuição de fases foi 

observado após o tratamento com 100 nM de DTX. Também foi observado que 

o tratamento em tempos mais prolongados pode levar à presença de células 

hiperdiploides (apontado por setas na Figura 5.7b), o que também foi 

observado mediante o tratamento com LQB-223 em células de leucemia FEPS 

e K562 (Buarque et al., 2014). Apesar de evidenciado apenas por citometria de 

fluxo e tendo ainda que ser melhor caracterizado por cariotipagem, o evento da 

hiperploidia pode estar ocorrendo por perdas cromossômicas resultantes de 

uma incorreta separação mitótica. Este evento é frequente em tumores de 

mama ductais e culminam com aberrações cromossômicas (Molist et al., 2005). 

Os taxanos agem ligando-se à β-tubulina, o que culmina com a estabilidade no 

fuso mitótico, inibindo a separação das cromátides irmãs e cromossomos 

homólogos, resultando em hiperploidia (Bayet-Robert et al., 2010). Foi também 

demonstrado que o LQB-223 interage com resíduos de DNA o que leva, 

indiretamente, à ativação de mecanismos envolvidos com a fragmentação do 

DNA (Silva et al., 2017). Para a linhagem MCF-7 o tratamento com 20 μM de 

LQB-223 aumentou cerca de 20% o percentual de células em sub-G0. Em 
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comparação, o tratamento com 100 nM de DTX resultou em distribuição do 

ciclo celular semelhante à observada no tratamento com 20 μM de LQB-223. O 

tratamento de células tumorais de mama com a concentração de 100 nM de 

DTX causa parada no ciclo celular na fase G2/M (Hernandez-Vargas et al., 

2007; Murray et al., 2012). Para compreender a complexidade da regulação do 

ciclo celular pelo tratamento com agentes antineoplásicos, é necessário 

também o estudo das proteínas reguladoras da divisão celular, tais como a p53 

e p21. A proteína p53 ativa a transcrição gênica de p21 que, por sua vez, age 

como uma reguladora universal dos complexos ciclinas-CDKs (Xiong et al., 

1993). Durante a fase G1/S a proteína p21 liga-se ao complexo CDK2-ciclina E 

e inibe sua atividade, e o início da fase S, levando à parada na fase G1 (Xiong 

et al., 1993; Boulaire et al., 2000). Na fase G2/M, as proteínas p53 e p21 são 

essenciais para o controle do ponto de checagem desta fase, promovendo uma 

parada na fase G2 mediante a um dano ao DNA (Bunz et al., 1998; Wang et 

al., 2015). Assim, observamos que o tratamento com LQB-223 modulou os 

níveis protéicos de p53 e p21 nas células MCF-7, que exibem o gene TP53 

selvagem, codificando uma proteína funcional. Diferentemente, não ocorreu 

modulação da expressão dessas proteínas nas células MDA-MB-231, que 

apresentam mutação no gene TP53. As células MDA-MB-231 apresentam a 

proteína funcional p73, que pode assumir parcialmente as funções da p53 

quando esta se encontra mutada ou quando não está funcional (Vayssade et 

al., 2005; Huang et al., 2017). Estes dados sugerem que a parada no ciclo 

celular na fase G2/M mediante o tratamento com LQB-223 pode ocorrer de 

forma independente da expressão ou funcionalidade da proteína p53.  

Outras importantes proteínas que regulam o ciclo celular, FOXM1 e 

Survivina, apresentaram níveis proteicos aumentados após 24 h de tratamento 

com LQB-223. Wang e colaboradores demonstraram por imunoprecipitação de 

cromatina que a expressão do fator de trascrição FOXM1 é necessária para a 

transcrição de Aurora B quinase, Survivina e a proteína A e B do centrômero 

(CENPA e CENPB), proteínas essenciais para a formação do complexo 

cromossomal (CPC: chromosomal passenger complex) (Wang et al., 2015). 

Alterações em quaisquer dessas proteínas, podem ocasionar problemas na 

segregação cromossomal e gerar instabilidade genômica (Ruchaud et al., 
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2007; Kitagawa & Lee, 2015). A superexpressão de FOXM1 está associada a 

mutações em p53, degradação da proteína p21 e ativação de vias de 

proliferação celular como PI3/Akt (Saba et al., 2016). A Survivina, além de 

reguladora da apoptose, é requerida durante a divisão celular compondo o 

complexo cromossomal (Li et al., 1998; Altieri, 2003). Além disso, devido à 

função que a Survivina e FOXM1 desempenham na progressão do ciclo 

celular, as células paradas na fase G2/M podem refletir em um acúmulo dessas 

proteínas oncogênicas (Wang et al., 2015; Kitagawa & Lee, 2015). Dessa 

forma, sugerimos que a parada no ciclo celular em G2/M observada após o 

tratamento com LQB-223 pode estar intimamente relacionada ao aumento dos 

níveis proteicos de FOXM1 e Survivina em 24 h. Experimentos de inibição 

gênica dessas proteínas podem ser elucidativos quanto aos mecanismos de 

atuação do composto LQB-223. 

 Os dados referentes à indução de citotoxicidade mediada pelo LQB-223, 

observados a partir do ensaio de MTT, não foram compatíveis com os 

resultados obtidos na avaliação da fragmentação. O ensaio de MTT avalia a 

capacidade celular de metabolizar os cristais de MTT em cristais de formazan, 

não refletindo diretamente morte celular (Mosmann, 1983). Porém, houve 

aumento de células marcadas com anexina V/PI ao tratamento com LQB-223. 

Para melhor entender qual tipo de morte estaria envolvida na toxicidade do 

LQB-223, foram avaliados níveis de pro-caspases. As pro-caspases 

representam formas inativas e são ativadas mediante clivagem proteolítica, 

dando origem às caspases (Parrish et al., 2013). Devido à diminuição das 

procaspases -3, -7 e -9, sugere-se que o tratamento induziu a via intrínseca da 

apoptose por ativação de caspases efetoras e iniciadoras (Ow et al., 2008; 

Zamaraev et al., 2017). O conjunto desses dados sugere que o LQB-223 

induziu morte celular por ativação da via intrínseca da apoptose intermediada 

por caspases. O tratamento de MCF-7 e MDA-MB-231 com LQB-223 também 

resultou na redução das proteínas inibidoras da apoptose XIAP, c-IAP1 e Mcl-

1. A superexpressão dessas proteínas está associada a tumores mais 

resistentes e com grau histológico mais avançado (Wang et al., 2012). Por este 

motivo, novos compostos e estratégias terapêuticas promissoras têm por 

objetivo a elucidação da modulação dessas proteínas. Outros trabalhos 
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mostraram que as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com YM155, um 

inibidor da Survivina em estudo clínico de fase I/II, também inibiu a XIAP, 

levando as células à autofagia (Cheng et al., 2015). Paschall e colaboradores 

mostraram que doses subletais de LCL85, um composto análogo à ceramida, 

inibiu XIAP e c-IAP-1, induziu apoptose em células MDA-MB-231 e suprimiu o 

crescimento tumoral in vivo (Paschall et al., 2014). A amplificação do gene que 

codifica a proteína Mcl-1 foi encontrada em 54% dos tumores do subtipo triplo-

negativo após a quimioterapia neoadjuvante (Balko et al., 2014). A inibição 

desta proteína com a combinação de lapatinib e obatoclax resultou em morte 

de células MCF-7 e reduziu o volume de tumores de mama em camundongos. 

(Mitchell et al., 2010). Levando-se em conta que a superexpressão de 

proteínas antiapoptóticas é um mecanismo clássico de indução de resistência, 

novos compostos que sejam capazes de sensibilizar células neoplásicas 

através da modulação negativa dessas vias de sinalização, como o LQB-223, 

se fazem cruciais.  

Evidências crescentes apontam para a interrelação do fenótipo de 

resistência a drogas e a aquisição de características migratórias e invasivas em 

neoplasias (Karlsson et al., 2017). Diante desse contexto, a capacidade 

migratória é um importante evento a ser avaliado, pois células tumorais 

apropriam-se desta estratégia para colonizar diferentes tecidos (Cejalvo et al., 

2017). Foi observado que o tratamento com LQB-223 reduziu a taxa migratória 

e a motilidade das células MCF-7 e MDA-MB-231 após 24 h. Estes achados 

corroboram com os dados obtidos na avaliação da expressão proteica, pois a 

redução dos níveis proteicos de Mcl-1 XIAP e cIAP1 em 48 h, podem estar 

contribuindo para a aquisição de um fenótipo mais epitelial dessas células. A 

proteína Mcl-1 tem sido associada à resistência aos quimioterápicos e a um 

prognóstico desfavorável em câncer de mama. Por este motivo, têm sido 

propostos compostos que inibem farmacologicamente esta proteína. 

Antagonistas de Mcl-1, como miméticos de BH3 isoladamente ou em 

combinação com o dasatinib, inibiram a invasão e progressão de tumores 

triplo-negativos in vivo e in vitro por meio da avaliação de células MDA-MB-231 

(Young et al., 2016). Essas células, quando tratadas com ácido anacárdico 

(AA) apresentaram diminuição dos níveis proteicos de Mcl-1, vimentina e MMP-
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9 e, em contrapartida, aumento da expressão de E-caderina, mostrando sua 

capacidade de reverter o fenótipo mesenquimal de células triplo-negativas 

(Zhao et al., 2018). Trabalhos demonstraram que a XIAP também está 

envolvida na progressão tumoral e metástase. Em amostras de pacientes, 

foram detectados altos níveis de XIAP associados ao comprometimento de 

linfonodos em tumores de mama inflamatório com grau histológico 3 (Evans et 

al., 2018). De forma consistente, a inibição de XIAP em células tumorais de 

mama enxertadas no tecido gorduroso mamário de camundongos mostrou-se 

efetiva na diminuição da proliferação e motilidade de células tumorais (Evans et 

al., 2018). Em outro trabalho, foi demonstrado que o tratamento com Embelin, 

um inibidor da XIAP, inibiu o potencial migratório após redução da expressão 

de XIAP em células MCF-7 (Sumalatha et al., 2014).) O aumento da motilidade 

celular é característica de células tumorais, requerida para que as células 

evadam de seus tecidos originais e colonizem outros sítios, ocasionando 

metástases (Talmadge et al., 2010; Wells et al., 2013). Desta forma, o estudo 

de compostos que inibem a motilidade celular apresenta grande importância 

terapêutica. Neste trabalho, demonstramos que o tratamento com LQB-223 

diminui a motilidade celular de MCF-7 e MDA-MB-231 em diferentes 

concentrações.  

Em contrapartida, o tratamento das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 

com 1 µM de DOX não reduziu as taxas de migração e motilidade celular após 

exposição de 24 h a este quimioterápico. A DOX é uma antraciclina utilizada 

como primeira linha do tratamento quimioterápico do câncer de mama, 

oferecendo citotoxicidade mediada por estresse oxidativo e inibição da 

topoisomerase II (Sawyer, 2013; Vejpongsa & Yeh, 2014). Apesar de sua 

eficiência, a DOX apresenta efeitos cardiotóxicos para as pacientes submetidas 

ao tratamento (Kuzmicic et al., 2011). Estudos apontam que o tratamento 

isolado com DOX na concentração de 4 µg/mL pode aumentar os níveis de 

CXCR4, quimiocina altamente expressa por células de câncer de mama em 

processos de metástase (Mahjoub et al., 2017). A complexação da CXCR4 

com seu ligante CXCL12 regula a migração e motilidade celular (Müller et al., 

2001). Portanto, com a finalidade de potencializar os efeitos da DOX, novas 

estratégias propõem o tratamento com baixas concentrações de DOX em 
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combinação com outros compostos naturais ou que não ofereçam toxicidade 

adicional. Em combinação com a curcumina, o tratamento com DOX levou à 

redução da migração celular de células MDA-MB-231, diminuindo os níveis de 

RNAm de CXCR4 (Mahjoub et al., 2017). Também foi demonstrado que doses 

muito baixas de DOX, 0,1 µM, levaram a um aumento da invasão e migração 

de células MDA-MB-231. Essa concentração em combinação com o composto 

furanodieno reduziu a migração e invasão dessas células, mediada por 

diminuição dos níveis de expressão de MMP-9 (Zhong et al., 2018). 

Para o entendimento dos efeitos citotóxicos do LQB-223 em tumores 

sólidos, foram padronizadas culturas 3D com as células MCF-7 e MDA-MB-

231. De acordo com a nomenclatura proposta por Froehlich e colaboradores, 

as células MCF-7são capazes de formar esferóides, enquanto as células MDA-

MB-231 formam aglomerados compactos (Froehlich et al., 2016). A diferença 

entre os tipos de estrutura 3D pode ser atribuída a diferentes perfis de 

expressão de moléculas envolvidas com a adesão e com o processo de TEM. 

Dados apontaram que, comparada à MCF-7, a linhagem MDA-MB-231 

apresenta elevados níveis de marcadores mesenquimais, como vimentina, N-

caderina e twist e, em contrapartida, redução de proteínas envolvidas com 

características epiteliais como E-caderina, o que limita a habilidade de originar 

esferóides bem compactados (Yang et al., 2013; Dubois et al., 2017; Wang et 

al, 2017). Isso vai ao encontro do perfil invasivo e metastático amplamente 

atribuído à linhagem MDA-MB-231 na literatura, quando comparada à MCF-7 

(Dai et al., 2017).  

A avaliação de células em conformação 3D é uma importante ferramenta 

que permite compreender o efeito de compostos antitumorais em uma 

arquitetura mais parecida com um tumor sólido (Sarisozen et al., 2014). A 

cultura tridimensional oriunda das mesmas células avaliadas em monocamada 

apresenta-se mais resistente ao tratamento. Isto ocorre devido a sua estrutura, 

pois os nutrientes e demais substratos dispersos no meio de cultura são 

encaminhados por difusão para as células localizadas mais internamente 

(Koshkin et al., 2017). Portanto, foram utilizadas para o tratamento dessas 

culturas concentrações até dez vezes maiores que a utilizada em 

monocamada. Em concentrações crescentes de 5, 10, 20, 50, 100 e 200 μM de 
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LQB-223, as culturas foram avaliadas durante nove dias de tratamento e 

tiveram o volume aferido em dias específicos. O tratamento das linhagens com 

50, 100 e 200 μM resultou na formação de precipitados no meio de cultura, 

provavelmente devido ao excesso de LQB-223, formando cristais (dados não 

mostrados). Essas concentrações não foram utilizadas para os experimentos 

posteriores. O tratamento com 5 e 20 μM de LQB-223 resultou na redução da 

viabilidade celular para ambas as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 após 9 dias 

de exposição. Em monocamada, esses efeitos são observados mais 

precocemente, em 48 ou 72 h após exposição ao LQB-223. Estudos vêm 

demonstrando que o tratamento de células cultivadas em monocamada 

superestima o efeito dos quimioterápicos (Vinci et al., 2012; Lee et al., 2013). 

Como exemplo disto, células BT474 e MCF-7 em conformação 3D foram mais 

resistentes ao tratamento com paclitaxel e adriamicina que as células em 

monocamada, apresentando menor expressão protéica de PARP e caspase-3 

após o tratamento (Imamura et al., 2015). Células MDA-MB-231 e SUM1315 

em conformação 3D foram mais resistentes ao tratamento com cisplatina, e 

docetaxel que as células cultivadas em monocamada. A resistência ao 

tratamento pode estar associada à capacidade de metabolização celular e 

neste trabalho, foi demonstrado que células MDA-MB-231 em conformação 3D 

apresentaram menor metabolização da resazurina que as células em 

monocamada (Dubois et al., 2017). Considerando a maior capacidade de 

células tumorais desenvolverem resistência a drogas quando cultivadas em 

conformação tridimensional, nossos dados tangendo os efeitos do composto 

LQB-223 ressaltam a sua capacidade citotóxica para células de câncer de 

mama. 

Posteriormente, verificamos a habilidade de migração celular em 

conformação 3D e observamos a redução do seu perfil mediante o tratamento 

com 5 e 20 µM de LQB-223 para ambas as linhagens. O efeito na redução da 

migração atingiu significância estatística a partir de 48 h de exposição. Como 

mencionado no parágrafo anterior, o efeito observado nas culturas 3D mais 

tardio que o tratamento das células em monocamada pode estar associado à 

maior resistência observada nessa conformação. Estudos vêm demonstrando 

que eventos associados à transição epitélio-mesênquima podem estar 
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associados ao tipo de cultura utilizada em cada estudo. Em culturas 

tridimensionais, dependendo do tamanho e tempo de cultivo, são encontrados 

diferentes microambientes, o que pode contribuir com um fenótipo mais 

mesenquimal (Kim et al., 2014). Kim e colaboradores mantiveram células MCF-

7 e MDA-MB-231 em cultura tridimensional por 30 dias, e demonstraram que 

no 8º dia as culturas apresentaram diferentes regiões e centro necrótico. Ao 

avaliarem a expressão de Snail em cortes de parafina constataram a marcação 

mais proeminente na região central do esferoide. Estes achados sugerem que 

a expressão de Snail está associada ao estresse metabólico causado por 

hipóxia e depleção de glicose (Kim et al., 2014). A hipóxia promove migração e 

metástase de células de câncer de mama, via indução da expressão do fator 

de transcrição HIF-1α (Wang et al., 2018). Foi demonstrado que as células sob 

essa condição estão localizadas na região central do tumor e, em 

contrapartida, as células metastáticas encontram-se na superfície do tumor, em 

regiões de normóxia, evidenciando perfis distintos de hipóxia em células que 

estão em diferentes microambientes (Wang et al., 2018). Neste trabalho 

também demonstramos que o tratamento com DOX não reduziu a taxa 

migratória de células MCF-7 em conformação tridimensional. Porém para a 

linhagem MDA-MB-231 nesta conformação, o tratamento com DOX levou à 

redução da taxa migratória das células. Os efeitos observados nos ensaios 

com as culturas tridimensionais sugerem que a DOX apresenta efeitos 

citotóxicos diferenciados para ambas as linhagens, induzindo citotoxicidade 

para as células MCF-7 e reduzindo a taxa migratória das células MDA-MB-231.  

Com base nestes achados, a investigação dos efeitos do tratamento do 

LQB-223 representa uma promissora estratégia na terapia de tumores de 

mama de diferentes fenótipos. Entretanto, a investigação acerca dos 

mecanismos de ação envolvidos na citotoxicidade, migração e motilidade 

celular, bem como a compreensão dos efeitos desse composto em combinação 

com as drogas utilizadas na quimioterapia ainda são relevantes questões a 

serem exploradas.  

Em conjunto, esses resultados apontam o LQB-223 como um promissor 

composto antitumoral para linhagens de mama de diferentes subtipos tumorais. 

De forma consistente, foi verificado que o LQB-223 promove citotoxicidade e 
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reduz eventos associados à metástase em culturas 2D e 3D, sendo 

considerado um composto importante para o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas que devem ser melhor elucidadas em ensaios in vivo, 

modelos mais complexos para o estudo de novas drogas. 
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Figura 6.1: Mecanismos desencadeados pelo tratamento com o composto 
LQB-223 nas células MCF7 e MDA-MB-231. O tratamento das linhagens 
celulares MCF-7 e MDA-MB-231 com LQB-223 inibiu a viabilidade, proliferação 
e induziu morte celular por apoptose mediada pelas caspases-3, -7 e -9. 
Mediante o estímulo apoptótico, houve diminuição dos níveis das proteínas 
antiapoptóticas c-IAP1, XIAP, Mcl-1 e Survivina. Além disso, após o tratamento 
com o composto LQB-223 foi observada redução dos níveis proteicos de p53, 
p21 e do fator de transcrição FOXM1 simultaneamente à parada no ciclo 
celular na fase G2/M. O LQB-223 também reduziu as taxas migratórias e 
motilidade celular de ambas as linhagens. Os efeitos na viabilidade celular e 
migração também puderam ser observados no tratamento das linhagens MCF-
7 e MDA-MB-231 em estruturas tridimensionais. 
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7. Conclusões  

 

 O composto LQB-223 inibe a viabilidade celular e reduz a formação de 

colônias em linhagens celulares de câncer de mama de diferentes 

subtipos molecular; 

 O tratamento com o composto LQB-223 induz menor toxicidade para 

células não neoplásicas de mama que o tratamento com DOX e DTX, 

sugerindo que o LQB-223 possui efeito preferencial para células 

neoplásicas; 

 O composto LQB-223 induz parada na fase G2/M em linhagens com 

diferentes status de p53.  

 O efeito citotóxico observado após o tratamento com o composto LQB-

223 envolve a ativação da cascata apoptótica e modulação das 

proteínas FOXM1, Survivina, XIAP, c-IAP1 e Mcl-1; 

 A exposição ao LQB-223 inibe a taxa de migração, bem como a 

motilidade de células de câncer de mama, indicando que este composto 

pode também influenciar processos importantes para a progressão 

tumoral;  

 O composto LQB-223 inibe a viabilidade e a migração em células de 

câncer de mama cultivadas em conformação tridimensional, modelo 

mais resistente e similar aos tumores sólidos in vivo. 
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8. Perspectivas 

 

 Investigar a modulação da expressão das proteínas envolvidas na 

transição epitélio-mesênquima nas células de câncer de mama em 

cultura 2D e 3D  tratadas com LQB-223; 

 Investigar o papel das proteínas envolvidas com a apoptose, proliferação 

e transição epitélio-mesênquima nos efeitos mediados pelo LQB-223 em 

câncer de mama, através de ensaios funcionais de indução de 

silenciamento e superexpressão. 

 Estabelecer co-culturas com células neoplásicas de mama e não 

neoplásicas em conformação 3D, para avaliar os efeitos citotóxicos do 

LQB-223; 

 Avaliar o efeito da combinação de LQB-223 com doses subletais de DTX 

e DOX na citotoxicidade e no padrão de expressão das proteínas 

envolvidas na apoptose,  proliferação e transição epitélio-mesenquimal 

em células de câncer de mama;  

 Avaliar os efeitos antitumorais do tratamento com o composto LQB-223 

em modelo de câncer de mama triplo-negativo in vivo, e na modulação 

das vias associadas à resistência, migração e metástase. 
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Anexos 

ANEXO I.  Trabalho científico publicado, não relacionado à tese de 

doutorado 

Lemos, L.G.T., Victorino, V.J., Herrera, A.C.S.A., Aranome, A.M.F., Cecchini, 
A.L., Simão, A.N.C., Panis, C., and Cecchini, R. (2015). Trastuzumab-based 
chemotherapy modulates systemic redox homeostasis in women with HER2-
positive breast cancer. Int. Immunopharmacol. 27, 8–14. 
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ANEXO II Trabalho científico publicado, relacionado à tese de doutorado 

 

Lemos, L.G.T., Nestal de Moraes, G., Delbue, D., Vasconcelos, F. da C., 
Bernardo, P.S., Lam, E.W.-F., Buarque, C.D., Costa, P.R., and Maia, R.C. 
(2016). 11a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan, LQB-223, a novel compound with 
potent antineoplastic activity toward breast cancer cells with different 
phenotypes. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 142, 2119–2130. 
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